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Résumé 
Une augmentation de la concentration de l’angiotensine II (Ang II) contribue à la prolifération, la 
migration et l’hypertrophie des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) par l’activation 
des voies des mitogen-activated protein kinases (MAPK) et de la phosphoinositide 3-kinase 
(PI3K)/protéine kinase B (PKB/Akt). L’Ang II induit l’activation du facteur de transcription early 
growth response protein-1 (Egr-1) et sa suractivation est remarquée dans les lésions 
athérosclérotiques et les modèles animaux de lésions vasculaires. La régulation des facteurs de 
transcription est effectuée par des histones désacétylases (HDACs) qui désacétylent les lysines 
des histones et protéines non-histones. L’Ang II induit la phosphorylation et l’export nucléaire 
de la classe IIa des HDACs, particulièrement les HDAC5, et une augmentation de celles-ci est 
observée dans les maladies vasculaires. L’Ang II est un puissant activateur des voies des MAPK 
et de la PI3K/Akt, toutefois l’implication de ces voies dans la phosphorylation des HDAC5 et 
l’expression de l’Egr-1 dans les CMLVs reste inexplorée. Dans cette étude, l’Ang II a induit la 
phosphorylation des HDAC5 sur la sérine 498 dans les A10 CMLVs. Un blocage pharmacologique 
de l’extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) par U0126 n’a montré aucun effet 
significatif sur la phosphorylation et l’exclusion nucléaire des HDAC5 induite par l’Ang II. Par 
contre, l’inhibition de la voie PI3K par wortmannin, de l’Akt par SC66 ou le knockdown de l’Akt 
par des petits ARN interférents (siRNA) a atténué la phosphorylation et l’export nucléaire des 
HDAC5 induits par l’Ang II. Par ailleurs, l’inhibition de l’Akt ou le knockdown de cette kinase a 
diminué l’expression de l’Egr-1 induite dans les CMLVs stimulées par l’Ang II. L’inhibition des 
HDACs de la classe IIa par MC1568 ou TMP-195 ou bien le knockdown des HDAC5 a diminué 
l’expression de l’Egr-1 induite par l’Ang II. De plus, le blocage de l’export nucléaire des HDAC5 
par la leptomycine B ou la KPT-330 a empêché la localisation cytoplasmique des HDAC5 et a 
atténué l’expression de l’Egr-1 en réponse à une stimulation de l’Ang II. L’hypertrophie 
vasculaire induite par l’Ang II a pu être inhibée par la suppression de l’HDAC5 et l’Egr-1. En 
conclusion, l’Ang II induit la phosphorylation et l’exclusion nucléaire des HDAC5 par la voie 
PI3K/Akt et non celle de ERK1/2; de plus, l’Ang II induit l’expression de l’Egr-1 à l’aide des 
HDAC5 via la voie Akt contribuant ainsi à l’hypertrophie des CMLVs.  
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Abstract 
Elevated concentration of angiotensin II (Ang II) contributes to vascular smooth muscle cells 
(VSMCs) proliferation, migration and hypertrophy by the activation of the mitogen-activated 
protein kinases (MAPK) and phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (PKB/Akt) 
pathways. Ang II induced the expression of early growth response protein-1 (Egr-1), which is a 
transcription factor that is upregulated in atherosclerosis lesions and in animal models of 
vascular injuries. The activation or derepression of gene transcription is mediated by histone 
deacetylases (HDACs), which deacetylate lysine residues from histone and non-histones 
proteins. Ang II-induced the phosphorylation and nuclear export of class IIa HDACs, notably 
HDAC5, and its elevated activation is observed in vascular pathologies. Ang II is a potent 
activator of the MAPK and PI3K/Akt pathways, however their implication in the phosphorylation 
of HDAC5 and Egr-1 expression in VSMCs remain unexplored. In this study, Ang II-induced 
HDAC5 phosphorylation at serine 498 in A10 VSMCs and pharmacological blockade of the 
extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) by U0126 did not affect the phosphorylation 
and nuclear exclusion of HDAC5 in response to Ang II. Whereas, pharmacological inhibition of 
the PI3K by wortmannin, Akt by SC66 or small interfering RNA (siRNA)-induced silencing of Akt 
attenuated Ang II-induced HDAC5 phosphorylation and its nuclear export. Furthermore, 
inhibition or knockdown of Akt suppressed Ang II-induced Egr-1 expression. In addition, the 
inhibition of class IIa HDAC5 by MC1568, TMP-195 or HDAC5 knockdown by siRNA reduced Ang 
II-induced Egr-1 expression. The blockade of the nuclear export of HDAC5 by leptomycin B or 
KPT-330 prevented the cytoplasmic localization of HDAC5 and attenuated the expression of Egr-
1 by Ang II in VSMCs. Moreover, HDAC5 or Egr-1 depletion prevented Ang II-induced cell 
hypertrophy. In summary, Ang II-induced HDAC5 phosphorylation and its nuclear export is 
mediated by the PI3K/Akt and not the ERK1/2 pathway, in addition, Ang II-induced Egr-1 
expression involves the implication of HDAC5 via the Akt pathway which subsequently leads to 
VSMC hypertrophy. 
Keywords: Ang II, Egr-1, HDAC5, PI3K/Akt, hypertrophy, vascular smooth muscle cells 
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Chapitre 1 – Introduction 
Selon l'Organisation mondiale de la santé, les maladies cardiovasculaires (MCVs), étant des 
pathologies qui affectent le cœur et les vaisseaux sanguins, constituent la première cause de 
mortalité dans le monde (1). En effet, les MCVs touchent annuellement 17,7 millions 
d’individus, soit 31% des mortalités de la population mondiale (1). Les MCVs sont causées par 
divers facteurs comme la diète riche en sucres et gras saturés, l’obésité, le mode de vie 
sédentaire, la consommation élevée d’alcool et de tabac, ainsi que l’hérédité (1-3). 
Les MCVs, telles que l’athérosclérose et l’hypertension, sont souvent associées à un remodelage 
au niveau des vaisseaux sanguins (4). La paroi des vaisseaux sanguins est composée de trois 
tuniques ayant chacune leurs propres caractéristiques (Figure 1) (5,6). L’épaisseur de ces 
tuniques varie selon le type de vaisseau sanguin. La tunique interne ou intima est composée de 
cellules endothéliales. Celle-ci est la première paroi qui entoure la lumière des vaisseaux 
sanguins et est directement en contact avec la circulation sanguine (5). La tunique intermédiaire 
ou média est formée principalement de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) et de 
fibres élastiques. Elle régule la contraction et relaxation des vaisseaux sanguins à l’aide des 
neurofibres du système nerveux sympathique (5). La tunique externe, externa ou adventice, est 
constituée de fibres de collagènes et d’élastine, de neurofibres, de vaisseaux lymphatiques, ainsi 
que des vasa vasorum qui sont de minuscules vaisseaux sanguins. L’adventice protège et 











Figure 1. –  Les différentes tuniques de la paroi d’un vaisseau sanguin 
La paroi vasculaire est composée de trois tuniques. La tunique interne, intima, est composée de 
cellules endothéliales. La tunique intermédiaire, média, contient des cellules musculaires lisses. 
La tunique externe, externa, est composée de fibres de collagènes et d’élastine. (Figure adaptée 
de(5)) 
 
Au niveau cellulaire, le remodelage vasculaire s’effectue par un changement de phénotype des 
CMLVs (Figure 2) (9). Ce changement se définit par une dédifférenciation des CMLVs d’un état 
contractile à un état synthétique. Les cellules contractiles sont fusiformes et allongées, 
contrairement aux cellules synthétiques qui ont une forme plutôt circulaire et moins allongées 
(9). Une augmentation de la prolifération, croissance et migration est constatée dans les CMLVs 
synthétiques (10). Elles possèdent donc une quantité plus élevée d’organelles impliquées dans 
la synthèse des protéines, contrairement aux CMLVs contractiles qui sont dans un état plutôt 
quiescent (9,10). Une conséquence importante du changement phénotypique des CMLVs est 
une diminution du diamètre de la lumière des vaisseaux sanguins étant caractérisée par une 
augmentation du nombre (hyperplasie) et de la taille (hypertrophie) des cellules ainsi que la 
production supplémentaire de composantes de la matrice extracellulaire (4,9). Au niveau de la 
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signalisation cellulaire des CMLVs, ces changements structuraux sont associés à une 
augmentation des facteurs de croissance, d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), et/ou de 
l’activité des peptides vasoconstricteurs, tels que l’endothéline (ET-1) et l’angiotensine II (Ang II) 
(Figure 2) (9,11). L’emphase de ce mémoire portera sur l’Ang II, dont la contribution dans les 
maladies vasculaires a été fortement explorée (12,13). Cependant, les mécanismes moléculaires 







Figure 2. –  Le changement de phénotype des cellules musculaires lisses vasculaires 
Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) contractiles peuvent se différencier en CMLVs 
synthétiques suite à des dommages vasculaires, des espèces réactives de l’oxygène (ROS), des 
facteurs de croissance et/ou des peptides vasoconstricteurs. Les cellules synthétiques sont plus 
propices à proliférer, migrer et synthétiser des protéines. Les cellules contractiles expriment un 
niveau plus élevé de gènes associés aux protéines contractiles. (Figure adaptée de (14)) 
 
1.1 Historique de l’angiotensine 
Vers la fin du XIXe siècle, Robert Tigerstedt et Per Gunnar Bergman ont découvert un composé 
presseur dans des tissus rénaux et décident de le nommer rénine (15,16). Dans les années qui 
suivent, les équipes du Dr Bernardo Houssay et du Dr Irvine H. Page découvrent un nouveau 
composé, nommé hypertensin ou agiotonin, produit par l’interaction de la rénine avec une 
protéine du plasma (16-18). En 1958, ces laboratoires consentent de le nommer angiotensine 
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(19). Entre temps, l’équipe de Leonard Skegg découvre deux isoformes de l’angiotensine étant 
l’angiotensine I (Ang I) et l’Ang II (20,21). Depuis ces découvertes, a été élucidée une famille 
d’angiotensine, telle que l’angiotensinogène, l’angiotensine III (Ang III) et l’angiotensine IV (Ang 
IV), ainsi que l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA) (22-24). À partir des années 1950, 
l’Ang II est donc devenue une molécule énormément étudiée grâce à son rôle important dans le 
système rénine-angiotensine (SRA) par sa capacité de réguler la pression sanguine et sa 
contribution dans le développement des MCVs (25). 
1.2 Système rénine-angiotensine (SRA) 
Le SRA est le principal producteur d’Ang II. Tout d’abord, l’angiotensinogène (Asp-Arg-Val-Tyr-
Ile-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-Ile) produite par les hépatocytes, des cellules du foie, est la 
molécule précurseure de tous les peptides angiotensines (Figure 3) (26,27). Par la suite, la 
rénine, une aspartyle protéase produite dans l’appareil juxtaglomérulaire au niveau des reins, 
clive les 10 acides aminés de l’extrémité N-terminale de l’angiotensinogène afin de former l’Ang 
I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu) (27,28). L’Ang I est ensuite convertie en Ang II (Asp-
Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) par une dipeptidyle carboxypeptidase, connue sous le nom d’ECA 
(29). Par ailleurs, le clivage de l’Ang I en Ang(1-9) est effectué par des carboxypeptidases et la 
conversion de l’Ang II sous d’autres formes d’angiotensines est réalisée par des 



















Figure 3. –  La voie classique du système rénine-angiotensine 
Le substrat angiotensinogène est converti en angiotensine I par l’enzyme rénine. L’enzyme de 
conversion de l’angiotensine (ECA) permet la formation d’angiotensine II à partir de 
l’angiotensine I. L’Ang II peut se lier aux récepteurs de l’angiotensine de type 1 (AT1R) et aux 
récepteurs de l’angiotensine de type 2 (AT2R). L’Ang II a la possibilité d’être convertie en 
angiotensine III et angiotensine IV à l’aide de différentes aminopeptidases. (Figure adaptée de 
(31)) 
 
1.3 Angiotensine II et ses dérivées 
Dans des conditions physiologiques, l’Ang II (Ang-(1-8)) est majoritairement synthétisée par 
l’ECA clivant les deux acides aminés de l’extrémité C-terminale de l’hormone décapeptide Ang I 
(Figure 3) (27,28). L’ECA devient donc une enzyme cruciale dans la régulation de la 
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concentration de l’Ang II (32-34). À la suite de la formation de l’Ang II, celle-ci peut se lier aux 
récepteurs de l’angiotensine ou se métaboliser en d’autres formes d’angiotensines, dont la 
nomenclature est basée sur le nombre restant d’acides aminés. L’Ang II a la possibilité d’être 
clivée en Ang-(1-7) par la carboxypeptidase ECA de type 2 (35). L’Ang-(1-7) peut se lier aux 
récepteurs Mas et aux récepteurs Mas-related G-protein-coupled receptor member D (MgrD). 
Cette liaison induit des cascades signalétiques qui s’opposent à l’action vasoconstrictrice de 
l’Ang II (36-38). De plus, l’Ang II peut être convertie d’abord en Ang III (Ang-(2-8)) par 
l’aminopeptidase A, puis en Ang IV (Ang-(3-8)) par l’aminopeptidase N (12,35). L’Ang III se lie 
aux mêmes récepteurs que l’Ang II, alors que l’Ang IV se lie à des récepteurs de l’angiotensine 
qui induit des effets vasodilatateurs (12,39). Par ailleurs, la conversion d’Ang I en Ang II est 
effectuée par une voie non dépendante de l’ECA. Des cathepsines G, chymases et enzymes 
génératrices d’Ang II sensibles à la chymostatine génèrent également de l’Ang II (40-42).  
1.4 Régulation de l’angiotensine II  
Le rôle principal de l’Ang II est de réguler la pression sanguine et la rétention d’eau (équilibre 
sodique) au sein d’un organisme (43). La production d’Ang II est donc contrôlée par des 
changements de pression sanguine. Lorsque la pression sanguine est basse au niveau des reins, 
la rénine est sécrétée, permettant ainsi la production d’Ang II (43). L’Ang II agit au niveau du 
cortex de la glande surrénale pour produire de l’aldostérone afin de contrôler le niveau de sel 
en réabsorbant les ions sodiums et chlorures, en excrétant les ions potassiques et en retenant 
l’eau (31,43). L’Ang II agit notamment sur le tubule distal et le canal collecteur pour réabsorber 
l’eau par la libération de l’hormone vasopressine produite par l’hypothalamus (44). De plus, 
l’Ang II agit sur le système cardiovasculaire pour réguler la vasoconstriction, ainsi que sur le 
système nerveux central pour gérer la soif et la consommation de liquide (45). Toutes ces 
actions ont comme but d’augmenter la pression sanguine. Une fois rétabli, le niveau de 
sécrétion de rénine et la concentration d’Ang II diminuent (13).  
1.5 Récepteurs de l’angiotensine II et ses dérivés 
L’Ang II exerce ses effets en se liant principalement à deux récepteurs qui appartiennent à la 
superfamille des récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G (GPCR) : les récepteurs 
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de l’angiotensine de type 1 (AT1R) et les récepteurs de l’angiotensine type 2 (AT2R) (Figure 3) 
(12,31,46). La liaison de l’Ang II aux AT1R et AT2R enclenche différentes voies de signalisations, 
dont les effecteurs en aval ont des rôles opposés pour assurer l’équilibre des fonctions. 
1.5.1 Récepteurs de l’angiotensine de type 1 
Les AT1R sont omniprésents dans différents organes, tels que les glandes surrénales, les 
poumons, le cœur, le foie, le cerveau ainsi que le système vasculaire (13,46). L’Ang II se lie 
principalement aux AT1R, ce qui mène à des cascades signalétiques associées à la 
vasoconstriction, la croissance, la migration, l’inflammation et la production de matrice 
extracellulaire (13). Les voies de signalisations associées au système vasculaire de la liaison de 
l’Ang II aux AT1R seront détaillées dans la section 1.6.   
1.5.2 Récepteurs de l’angiotensine de type 2 
L’Ang II se lie également aux AT2R qui sont généralement situés dans les tissus fœtaux. Ces 
récepteurs sont aussi présents dans le cerveau, le cœur, les reins et le système vasculaire 
(13,40,47). De plus, l’expression des AT2R diminue après la naissance et augmente de manière 
importante dans des conditions pathologiques durant la vie adulte. La liaison de l’Ang II aux 
AT2R induit des cascades signalétiques qui sont associées à la vasodilatation, l’inhibition de 
croissance et l’augmentation d’apoptose (46).  
L’Ang II se lie aux AT2R des cellules endothéliales et ceux-ci sont couplés aux protéines Gαi. Cette 
liaison permet la production de monoxyde d’azote (NO) en convertissant la L-arginine en L-
citrulline à l’aide de l’endothelial nitric oxide synthase (eNOS) (48,49). L’implication de la 
bradykinine et de son récepteur contribue également à la production de NO induite par l’Ang II 
(50,51). Le NO agit ensuite sur les CMLVs et active la guanylate cyclase (GC) afin de convertir la 
guanosine triphosphate (GTP) en guanosine monophosphate cyclique (cGMP) (48,51). 
L’augmentation du niveau de la cGMP induit la vasodilatation et diminue la pression sanguine. 
De plus, le NO a un effet antiprolifératif sur les CMLVs (52,53). Au niveau du système 
cardiovasculaire, la liaison de l’Ang II aux AT2R stimule la protéine phosphatase 2A (PP2A) et la 
Src homology region 2 domain-containing tyrosine phosphatase (SHP-1), qui empêche 
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l’activation des extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2), permettant ainsi d’inhiber 
l’apoptose et l’hypertrophie cellulaire (48,54-57).  
1.5.3 Récepteurs de l’angiotensine de type 4 
Les récepteurs de l’angiotensine de type 4 (AT4R) sont principalement présents dans le cerveau, 
mais ils se retrouvent aussi dans les vaisseaux sanguins, le cœur, les reins et les glandes 
surrénales (39,58). Dans le système vasculaire, la liaison de l’Ang IV à ses récepteurs a un effet 
dilatateur en augmentant l’activité de l’eNOS (39,59). Il y a notamment l’activation des voies 
signalétiques des ERK1/2 et de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) qui ont un rôle dans la 
prolifération des cellules (60).  
Les AT4R sont également connus comme étant des insulin-regulated aminopeptidases (IRAP) 
(39,61). Plusieurs controverses ont été rapportées face à l’existence seule des IRAP comme 
AT4R, à cause des réponses physiologiques divergentes induites par l’Ang IV à la suite du blocage 
des IRAP (58,62,63). D’ailleurs, des études plus récentes montrent la contribution d’autres 
protéines transmembranaires en réponse à une stimulation avec de l’Ang IV (58,64). Malgré 
cela, des études plus approfondies seront nécessaires pour mieux caractériser les récepteurs de 
l’Ang IV et les mécanismes activés dans les maladies vasculaires. 
1.5.4 Récepteurs Mas et Mas-related G-protein-coupled receptor member 
D 
L’Ang-(1-7), produite par l’ECA de type 2 à partir de l’Ang II, se lie aux récepteurs Mas qui sont 
situés au niveau du cerveau, du cœur, du système vasculaire et des reins (12,36,65). Cette 
liaison contribue au remodelage cardiaque, aux altérations vasculaires, aux fonctions rénales, 
ainsi qu’à l’inflammation (66-69). De plus, l’Ang-(1-7) se lie aux récepteurs MgrD permettant de 
stimuler la production d’AA et de NO (58,70). Il y a également une production d’adénosine 
monophosphate cyclique (AMPc) par l’activation des récepteurs Mas et MgrD par l’Ang-(1-7) 
(12,71). Ces mécanismes participent donc à la vasodilatation contrairement aux actions 
vasoconstrictrices de la liaison de l’Ang II aux AT1R.  
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1.6 Angiotensine II et ses cascades signalétiques dans le système 
vasculaire 
1.6.1 Cascades signalétiques couplées aux protéines G 
L’Ang II se lie aux AT1R des CMLVs et ces récepteurs sont couplés au complexe de protéines 
Gαq/11, Gα12/13 et Gßγ (72,73). Cette liaison entraîne l’activation de plusieurs effecteurs en aval, 
tels que la phospholipase C (PLC), phospholipase A2 (PLA2) et phospholipase D (PLD), tous des 
contributeurs à la vasoconstriction (Figure 4) (74-76).  
La liaison de l’Ang II aux AT1R active la PLC. Cette phospholipase induit rapidement la formation 
de l’inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG) par l’hydrolyse du 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) situé à la membrane plasmique (74). L’IP3 se lie par 
la suite à son récepteur localisé sur le réticulum sarcoplasmique. Cette action permet 
l’ouverture du canal qui fait entrer le calcium (Ca2+) dans le cytoplasme, augmentant la 
concentration du Ca2+ intracellulaire. Ce Ca2+ se lie à la calmoduline (CaM) et induit l’activation 
de la myosin light chain kinase (MLCK) (77). La MLCK phosphoryle la chaine légère de la 
myosine, ce qui facilite la liaison de l’actine à la myosine, jouant alors un rôle important dans la 
contraction des CMLVs. Pour contrecarrer l’activité des MLCK, les CMLVs possèdent des myosin 
light chain phosphatases (MLCP) qui déphosphorylent les chaines légères des myosines, 
permettant ainsi la relaxation de ces cellules (78). De plus, le DAG active la protéine kinase C 
(PKC) qui régule les canaux et pompes à ions à des fins de contraction vasculaire (79).  
L’interaction entre l’Ang II et les AT1R active la PLA2, une autre phospholipase, qui transforme la 
phosphatidylcholine (PC) en acide arachidonique (AA) (75). D’une part, l’AA est métabolisé en 
acides hydroxyeicosatétraénoïques (HETEs) et acides époxyéicosatriénoïques (EETs) par le 
cytochrome P450. Les HETEs contribuent à la contraction des CMLVs en facilitant l’entrée de 
Ca2+, contrairement aux EETs qui participent à leur relaxation (80). D’autre part, l’AA est 
métabolisé en prostaglandine (PG) E2 (PGE2) et PGI2 qui ont un effet vasodilatateur (81). L’AA 
permet aussi la formation de la PGH2 et thromboxane A2 (TxA2) qui sont des vasoconstricteurs 
par la cyclooxygénase (COX) (81). L’AA produit en outre des leucotriènes (LTs) ayant un rôle 
vasoconstricteur et inflammatoire par la lipooxygénase (LO) (81). Les métabolites de l’AA 
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affectent également le niveau de stress oxydatif des cellules en régulant l’activité de la 
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase NADPH/NADH (82).  
La liaison de l’Ang II aux AT1R induit notamment l’activation de la PLD. Cette phospholipase 
hydrolyse la PC en choline et en acide phosphatidique (PA) (76). PA est par la suite converti en 









Figure 4. –  Les cascades signalétiques de l’angiotensine II couplée aux protéines G du 
récepteur de l’angiotensine de type 1 dans les cellules musculaires lisses vasculaires 
L’Ang II se lie aux AT1R couplés au complexe de protéines Gα et Gßγ et induit l’activation de 
différentes phospholipases, telles que la phospholipase D (PLD), phospholipase C (PLC) et 
phospholipase A2 (PLA2). (Figure adaptée de (13)) 
 
1.6.2 Cascades signalétiques des mitogen-activated protein kinases  
L’Ang II couplée aux AT1R enclenche de plus des voies de signalisation associées à la 
prolifération, la survie, la migration et l’hypertrophie des CMLVs, telles que les voies mitogen-
activated protein kinases (MAPK). Les voies des MAPK sont composées des ERK1/2, c-Jun N-
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terminal kinases (JNK) et p38MAPK (Figure 5) (13,83,84). La voie des ERK1/2 induite par l’Ang II 
est la plus étudiée et détaillée parmi les voies des MAPK. 
L’activation de la voie des ERK1/2 est induite rapidement après la liaison de l’Ang II aux AT1R et 
cette activation est atténuée lors de l’inhibition de la PLC (85). La kinase Src et la protéine kinase 
tyrosine 2 (Pyk2) induisent la phosphorylation du récepteur du facteur de croissance 
épidermique (EGFR) et ceci permet la formation du complexe Src homology 2 domain/growth 
factor receptor-bound protein 2/son of the sevenless (Shc/Grb2/Sos) (13). Ce complexe active la 
kinase Raf, puis celle-ci phosphoryle la MAPK/ERK (MEK) à l’aide de la protéine Ras et PKC 
(86,87). L’activation de la MEK induit la phosphorylation de l’ERK1/2, enclenchant alors 
l’activation des gènes associés à la prolifération, migration, différenciation cellulaires et 
synthèse de protéines (88,89).  
De plus, l’Ang II induit l’activation des voies des JNK et p38MAPK par le signal d’apoptose 
régulant la kinase 1 (ASK1). L’ASK1 phosphoryle MEK4 et MEK7 pour activer JNK. L’ASK1 
phosphoryle aussi MEK3 et MEK6 pour activer p38MAPK (90). La phosphorylation de JNK et 
p38MAPK induisent des cascades signalétiques associées à la survie, la différenciation, 
l’apoptose et l’inflammation vasculaire (40). L’activation des voies JNK et p38MAPK par l’Ang II 
















Figure 5. –  Les cascades signalétiques des mitogen-activated protein kinases induites par 
l’angiotensine II dans les cellules musculaires lisses vasculaires 
L’Ang II se lie aux AT1R et induit l’activation la voie des MAPK qui est composée des extracellular 
signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2), c-Jun N-terminal kinases (JNK) et p38MAPK. (Figure 
adaptée de (13)) 
 
1.6.3 Cascades signalétiques de la phosphatidylinositol 3-kinase  
L’Ang II induit l’activation de la PI3K par sa liaison aux AT1R et par la transactivation du 
récepteur EGFR dans les CMLVs (Figure 6) (40,93). Les voies signalétiques induites par la PI3K 
contribuent à l’augmentation de synthèse de protéines reliée à la prolifération, la survie et 
l’hypertrophie cellulaires (13,40).  
La liaison de l’Ang II aux AT1R induit une augmentation de la concentration intracellulaire de 
Ca2+ par la PLC. Une élévation de Ca2+ et une production de ROS permettent la transactivation 
de l’EGFR à l’aide de l’A disintegrin and metalloproteinase (ADAM) (94,95). Une fois que l’EGFR 
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est activé, le complexe Shc/Grb2/Sos se forme. Ce complexe active la protéine Ras qui induit 
non seulement la voie des ERK1/2, mais aussi l’activation de la PI3K. La PI3K active la 3-
phosphoinositide dependent protein kinase-1 (PDK1) qui phosphoryle la protéine kinase B 
(PKB/Akt) (40).  
La kinase Akt est l’effecteur en aval le plus crucial de la voie PI3K. La famille d’Akt est composée 
de trois isoformes, Akt1, Akt2 et Akt3, qui diffèrent par leur localisation et leur fonction 
cellulaire. L’Akt joue un rôle dans le métabolisme, la prolifération, la survie, la translation et 
l’angiogenèse. En effet, cette kinase régule de nombreux effecteurs, tels que la glycogen 
synthase kinase 3 (GSK3), le mammalian target of rapamycin complex (mTOR), la cAMP 
response element-binding protein (CREB), l’endothelial nitric oxide synthase (eNOS) et l’ASK1 
(96). L’Akt1 est la forme la plus impliquée dans les MCVs en contribuant à la progression de 
l’athérosclérose, l’angiogenèse et l’inflammation (96-99). Par ailleurs, les souris déficientes en 
kinases Akt1 (Akt1-/-) sont plus propices à développer l’hypertrophie cardiaque comparé aux 
souris wild-type (WT) (96). Des CMLs transfectées avec une forme dominante négative de la 
kinase Akt ont une réduction de la prolifération et de la synthèse d’acide désoxyribonucléique 
(ADN) (100). De plus, une augmentation de la phosphorylation d’Akt est constatée chez les rats 
spontanément hypertendus (SHR), un modèle d’animaux pour étudier l’hypertension, comparé 
aux rats normentendus Kyoto-Wistar (WKY) (101,102). L’inhibition pharmacologique de la PI3K a 
diminué la prolifération cellulaire chez des rats SHRs (101). L’activation de la kinase Akt est donc 
fortement explorée, particulièrement dans les MCVs, et une meilleure compréhension de ses 
partenaires d’interactions et ses effecteurs en aval aiderait à découvrir des cibles potentielles à 













Figure 6. –  La cascade signalétique de la phosphatidylinositol 3-kinase induite par 
l’angiotensine II dans les cellules musculaires lisses vasculaires 
L’Ang II se lie aux AT1R et induit la transactivation du récepteur du facteur de croissance 
épidermique (EGFR), puis l’activation de la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). (Figure 
adaptée de (40))  
 
1.6.4 Cascade signalétique de l’oxydase NADPH/NADH 
La voie oxydase NADPH/NADH induite par l’Ang II permet la production de ROS, telles que les 
superoxydes et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) (Figures 5 et 6) (13,82,103). La liaison de l’Ang II 
aux AT1R active la PKC à l’aide de la PLC, PLD et PLA2 (104-106). Cette kinase stimule la protéine 
p47phox, une sous-unité cruciale de l’oxydase NADPH/NADH (103,107,108). L’activation de 
cette oxydase transforme alors l’oxygène (O2) en anion superoxyde (·O2−). Par la suite, l’·O2− est 
converti en O2 et H2O2 par des superoxydes dimutases (SOD). L’·O2− et le H2O2 contribuent à 
l’inflammation, l’activation de différentes cascades signalétiques, ainsi qu’à l’augmentation de 
gènes associés à la croissance cellulaire (82,109,110). En outre, des augmentations de l’activité 
de l’oxydase NADPH/NADH et de la production d’·O2− sont remarquées chez les rats SHR 
comparée aux rats WKY (102). 
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1.7 Angiotensine II et ses effets pathophysiologiques sur le système 
vasculaire 
La concentration de l’Ang II est supérieure dans les MCVs, particulièrement l’hypertension et 
l’athérosclérose (12,111,112). La découverte des inhibiteurs de l’Ang II et de ses récepteurs ont 
eu plusieurs effets bénéfiques sur le système vasculaire (32-34,113,114).  
1.7.1 Hypertension 
L’hypertension est une condition associée à une élévation persistante de la pression sanguine, 
accroissant le risque de développer des MCVs et de subir un arrêt cardiaque (25). En effet, 
l’augmentation graduelle et à long terme de la pression artérielle cause des dommages aux 
vaisseaux sanguins entraînant un remodelage vasculaire. L’épaisseur de la tunique média 
augmente et le diamètre de la lumière diminue, ayant comme conséquence d’augmenter la 
résistance périphérique (111,115,116).  
De nombreuses études ont démontré que des souris perfusées avec de l’Ang II ont des pressions 
systolique et diastolique plus élevées (117,118). Une augmentation de la concentration de l’Ang 
II a été remarquée chez des rats SHR comparée aux rats WKY (119-121). Une stimulation 
chronique de l’Ang II induit également une hyperplasie et une hypertrophie des CMLVs, deux 
signes étroitement liés à la progression de l’hypertension (13,111,122). Ces constatations ont 
été confirmées dans des modèles animaux hypertendus (123,124).  
Pour prévenir l’hypertension et les changements vasculaires causés par cette condition, des 
inhibiteurs de l’ECA et des AT1R sont administrés (125-130). Les inhibiteurs de l’ECA, tels que le 
périndopril, le captopril et l’énalapril, ont diminué la prolifération, l’hypertrophie cellulaires et la 
pression sanguine chez des rats SHR (126-128,131). D’ailleurs, les inhibiteurs de l’ECA sont des 
traitements couramment utilisés chez les patients atteints d’hypertension (32,132). Des études 
cliniques ont montré que l’efficacité du captopril et de l’énalapril a diminué la pression artérielle 
systolique (32,133,134). De plus, l’inhibition des AT1R empêche les signes associés à 
l’hypertension. Des rats SHR traités avec un antagoniste des AT1R ont exhibé des réductions de 
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la pression artérielle systolique, du ratio média/lumière et de l’épaisseur de la paroi des 
vaisseaux sanguins, comparés aux rats SHR non traités (131). 
1.7.2 Athérosclérose 
L’athérosclérose est une maladie qui touche la paroi des artères par la formation de plaques 
athéromateuses (135). Elles sont formées par une accumulation de dépôt de cholestérol sur la 
paroi interne. La production de fibroblastes et le dépôt calcique provoquent le durcissement de 
ces plaques. Il y a donc un encombrement de la circulation sanguine qui est dû au 
rétrécissement de la lumière du vaisseau sanguin (135). Plusieurs études cliniques ont démontré 
l’implication de l’Ang II dans le développement de l’athérosclérose par sa contribution dans le 
dysfonctionnement endothélial, le stress oxydatif, l’inflammation, la déstabilisation des plaques, 
ainsi que la thrombose (136,137). Les mécanismes moléculaires et cellulaires précis impliquant 
l’Ang II sur la progression de l’athérosclérose demeurent encore peu clairs.  
L’importance des AT1R dans le développement de l’athérosclérose est constatée dans différents 
modèles animaux (112-114,138). Des souris déficientes en apolipoprotéines E (ApoE-/-), suivant 
une diète riche en cholestérol, ont développé des lésions athérosclérostiques sévères et un 
niveau de stress oxydatif supérieur comparées aux souris WT (114). Par contre, les souris ApoE-/- 
et déficientes en AT1R (ApoE-/--AT1R-/-) sous la même diète ont été protégées de la formation 
des lésions athérosclérotiques, ainsi que du dysfonctionnement endothélial (114). L’inhibition 
pharmacologique des AT1R chez les souris ApoE-/- a donc amélioré les lésions athérosclérotiques 
et les fonctions vasculaires (114).  
Une augmentation de la liaison de l’Ang II à ses récepteurs cause une suractivation des voies 
signalétiques impliquées dans la transcription de gènes associés au remodelage vasculaire 
(40,101,102,111). Il est donc important d’investiguer rigoureusement les cascades et les effets 
pathophysiologiques associés à la dérégulation de l’Ang II. 
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2.1 Early growth response protein-1 (Egr-1) 
Tel que mentionné précédemment, la liaison de l’Ang II à ses récepteurs induit plusieurs voies 
de signalisations. L’Ang II a donc le potentiel d’activer des facteurs de transcription qui 
synthétisent des protéines liées à la croissance, la prolifération, la migration et l’hypertrophie 
cellulaires (13,40). L’Ang II est un puissant activateur de l’early growth response protein-1 (Egr-
1), un facteur de transcription à doigt de zinc, dont l’expression est peu détectable dans des 
CMLVs quiescentes (139-142).  
2.2 Structure et régulation de l’early growth response protein-1 
Vers les années 1987, plusieurs recherches ont été effectuées dans le but de trouver de 
nouveaux facteurs de croissance, résultant alors à la découverte de l’Egr-1. La protéine Egr-1 est 
aussi connue sous d’autres noms, tels que le nerve growth factor induced-A (NGFI-A) (143), 
ZIF268 (144), TIS8 (145) et krox-24 (146). Le domaine de liaison à l’ADN de l’Egr-1 est constitué 
de trois doigts de zinc formés d’un motif structural répétitif de Cys2-His2 (147,148). Cette région 
possède aussi le signal de localisation nucléaire (NLS) du côté N-terminal (148). Un puissant 
domaine d’activation est localisé à l’extrémité N-terminale et un faible domaine d’activation est 
situé à l’extrémité C-terminale de l’Egr-1. L’Egr-1 contient un domaine répresseur permettant la 
liaison des corépresseurs comme les nerve growth factor induced-A-binding proteins 1 et 2 
(149,150). Par ailleurs, des coactivateurs comme CREB-binding protein et p300 peuvent se lier 
directement sur la région activatrice de l’Erg-1 (151).  
Des facteurs de croissance, peptides vasoconstricteurs, tensions ou blessures vasculaires, ainsi 
que le stress oxydatif ont la capacité d’induire l’expression de l’Egr-1 (140-142,152-160). L’Egr-1 
se lie préférablement à des séquences riches en guanines et cystéines de l’ADN et modifie la 
transcription de gènes selon la présence des coactivateurs et corépresseurs (153). De plus, l’Egr-
1 a un rôle dans la prolifération, la croissance, la transduction de signal cellulaire et la guérison 
des plaies (cicatrisation) (139,161,162).  
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2.3 Cascades signalétiques induisant l’expression de l’early growth 
response protein-1 dans les cellules musculaires lisses 
De multiples stimuli et voies de signalisations entraînent l’activation du facteur de transcription 
Egr-1 (Figure 7). Notre laboratoire a démontré la contribution des peptides vasoconstricteurs, 
tels que l’Ang II et l’ET-1, et l’hormone insulin-like growth factor-1 (IGF-1) dans l’expression de 
l’Egr-1 dans les CMLVs (140-142,157-160). Cette expression est inhibée par la curcumine, un 
composé naturel ayant des propriétés protectrices envers les MCVs (157,159,163). De plus, la 
concentration de Ca2+ et les protéines de liaison du calcium jouent un rôle important dans 
l’induction de l’expression de l’Egr-1 (142,158). En effet, le blocage de la Ca2+/calmodulin-
dependent protein kinase II (CaMKII), stromal interaction molecule 1 (STIM-1) ou calcium 
release-activated calcium channel protein 1 (ORAI-1) a diminué l’expression de l’Egr-1 dans les 
CMLVs (142,158).  
La cascade des MAPK, incluant ERK1/2, JNK et p38MAPK, est rapportée de moduler l’expression 
de l’Egr-1 (142,164,165). Des inhibiteurs pharmacologiques de l’ERK1/2 ou JNK ont atténué 
l’expression de l’Egr-1 dans les CMLs stimulées par l’acide lysophosphatidique (164). Le blocage 
de l’ERK1/2 ou de la p38MAPK a aussi diminué l’expression de l’Egr-1 induite par l’insuline dans 
les CMLVs (165). De plus, des ROS, tels que le H2O2, sont impliquées dans l’induction de 
l’expression de l’Egr-1 dans les CMLVs (155,165). L’inhibition des composantes des MAPK a 
réduit l’expression de l’Egr-1 induite par le H2O2 (165). Par ailleurs, la cascade signalétique de la 
PI3K/Akt est impliquée dans l’expression de l’Egr-1 induite par l’IGF-1 ou le H2O2 (155,159). 
Cependant, la contribution de cette voie dans l’expression de l’Egr-1 suite à une stimulation de 


















Figure 7. –  Les cascades signalétiques induisant l’expression de l’early growth response 
protein-1 dans les cellules musculaires lisses 
Divers stimuli induisent l’expression de l’early growth response protein-1 (Egr-1) par différentes 
voies de signalisations dans les CMLVs. L’activation de l’Egr-1 induit la transcription de gènes, la 
croissance, la différenciation et l’hypertrophie cellulaire. (Figure adaptée de (140)) 
 
2.4 Early growth response protein-1 et les maladies cardiovasculaires 
Dans les pathologies cardiovasculaires, une élévation de l’expression de l’Egr-1 est détectée 
(156,161). Cette augmentation est aussi associée au développement néointimal (139,156). Dans 
les lésions des patients atteints de l’athérosclérose carotidienne obstructive, le niveau 
d’expression de l’acide ribonucléique messager (ARNm) de l’Egr-1 est cinq fois plus élevé que 
dans des régions vasculaires non athérosclérotiques (161). Une augmentation de l’expression de 
l’Egr-1 est aussi observée dans les CMLs adjacentes aux lésions athérosclérotiques chez un 
modèle de souris transgénique de l’athérosclérose (161). La dégradation de l’ARNm de l’Egr-1 
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résulte en une diminution de la prolifération et migration des cellules vasculaires. Cette 
dégradation réduit également l’hyperplasie de l’intima dans un modèle murin (166). De plus, 
des cellules extraites de l’aorte des souris ApoE-/- expriment un niveau d’expression d’Egr-1 
significativement plus élevé comparé aux souris WT (167). Harja et ses collègues ont développé 
une souris transgénique ApoE-/- et Egr-1-/- (ApoE-/--Egr-1-/-) dans le but d’étudier l’impact de la 
délétion de l’Egr-1 sur la progression de l’athérosclérose. Ces souris avec le double knockout ont 
des lésions athérosclérotiques moins étendues et moins complexes comparées aux souris ApoE-
/-. Une diminution de la présence des facteurs pro-inflammatoires a aussi été constatée chez les 
souris ApoE-/--Egr-1-/- (167). Collectivement, l’activation de l’Egr-1 joue un rôle critique dans la 
progression des lésions athérosclérotiques et une amélioration de cette pathologie est observée 
lorsque le gène est supprimé (166,167).  
L’Egr-1 contribue également au développement de la sténose aortique calcifiée caractérisée par 
un remodelage fibro-calcique des valvules aortiques qui obstrue graduellement le flux cardiaque 
(168). Une suractivation de l’Erg-1 est détectée dans les cuspides calcifiées de la valve aortique 
comparée aux cuspides normales chez les humains (168). La protéine Egr-1 est aussi impliquée 
dans l’hypertrophie et l’hyperplasie cardiaque (139,169). L’utilisation d’un oligonucléotide 
antisens d’Egr-1 a inhibé la croissance des cardiomyocytes adultes dans un modèle 
expérimental murin (169). De plus, des souris ayant reçu des allogreffes cardiaques traitées avec 
des oligonuclétotides antisens d’Egr-1 ont montré une diminution de l’épaisseur de la tunique 
intima des artères coronaires (170). 
Plusieurs études ont rapporté la contribution cruciale de l’Egr-1 dans le développement et la 
progression des MCVs (167,169,170). Diverses cascades de signalisation, telles que les voies des 
MAPK et de la PI3K/Akt, induisent l’expression du facteur de transcription Egr-1. La régulation 
de la transcription de gènes est aussi contrôlée par la modification du statut d’acétylation des 
histones qui est catalysée par des histones acétylases et histones désacétylases (171-173). Il est 




3.1 Modifications des histones 
Dans les cellules eucaryotes, l’ADN est condensé sous forme de chromatine et celle-ci est 
enroulée autour des octamères d’histones (171). L’état de la structure de la chromatine joue 
alors un rôle critique sur l’activation et la répression de la transcription de nombreux gènes. La 
modification post-traductionnelle la plus commune de la chromatine est l’acétylation réversible 
de l’extrémité N-terminale des histones (174). Les histones hyper-acétylées sont retrouvées 
dans des régions actives en transcription, contrairement aux histones hypo-acétylées qui sont 
situées dans les régions non actives en transcription (171).  
3.2 Histones acétylases et histones désacétylases 
La régulation épigénétique de l’expression de divers gènes est contrôlée par des histones 
acétylases (HATs) et histones désacétylases (HDACs) (171). Les HATs ajoutent des groupements 
acétyles aux acides aminés lysines sur des histones et protéines non-histones (172). 
L’acétylation de ces résidus permet une neutralisation des charges, rendant la structure de la 
chromatine dans un état moins condensé (relaxe). Ce changement de structure permet la 
transcription de divers gènes par l’attachement des cofacteurs et de l’ARN polymérase II à l’ADN 
(172,173). Pour balancer l’activité des HATs, les HDACs sont des enzymes qui enlèvent ces 
groupements acétyles sur les lysines au sein des histones et des protéines non-histones 
(173,175). La désacétylation de ces résidus condense la chromatine et empêche la transcription 
des gènes cibles (175). La régulation des HATs et HDACs est donc cruciale pour activer ou 
réprimer la transcription de gènes.  
3.3 Famille des HDACs 
18 HDACs ont été identifiées chez l’humain et celles-ci sont regroupées en quatre classes selon 
leurs similarités de fonction, de structure et d’homologie aux HDACs de levure (Figure 8) (176-
178). La classe I regroupe les HDAC1, HDAC2, HDAC3, et HDAC8. La classe II est composée des 
HDAC4, HDAC5, HDAC6 HDAC7, HDAC9 et HDAC10. De plus, cette classe est divisée en deux 
sous-groupes selon leur fonction et leur localisation cellulaire : la classe IIa (HDAC4, HDAC5, 
HDAC7 et HDAC9) et la classe IIb (HDAC6 et HDAC10) (176,179). La classe III regroupe les sirtuins 
38 
(SIRT), SIRT 1 à 7. La classe IV est formée des HDAC11. Les HDACs sont aussi réparties en deux 
grandes familles. Les classes I, II et IV font partie de la grande famille des protéines 
arginases/désacétylases (HDACs classiques) et requièrent un ion zinc (Zn2+) pour leur activité 
enzymatique (176,180,181). La classe III est réunie dans la grande famille des deoxyhypusine 
synthases et nécessite l’implication du cofacteur nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) 
(176,178).  
3.3.1 Classe I  
La classe I des HDACs a une similarité de séquence avec la protéine reduced potassium 
deficiency 3 provenant de la levure Saccharomyces cerevisiae (Figure 8) (176,182). La 
distribution de la classe I des HDACs est omniprésente dans les tissus et est localisée 
majoritairement dans le noyau des cellules. Toutefois, plusieurs études démontrent la 
possibilité de leur localisation dans le cytoplasme et/ou les organites cellulaires spécialisés 
(183,184). Cette classe joue un rôle central dans l’activité catalytique des complexes 
multiprotéiques en réprimant la transcription de gènes associés à la progression de 
l’athérosclérose (185). 
3.3.2 Classe II  
La classe II des HDACs est homologue à la protéine histone deacetylase 1 de la levure S. 
cerevisiae (Figure 8) (182,186,187). La classe IIa a un domaine catalytique C-terminal très 
conservé et la classe IIb a deux domaines désacétylases (176). La classe II des HDACs est 
localisée dans des tissus spécifiques. La classe IIa des HDACs est principalement retrouvée dans 
le cerveau, le cœur et les muscles squelettiques où leurs fonctions sont exercées (176). Les 
HDAC6 sont exprimées surtout dans les testicules tandis que les HDAC10 sont trouvées au 
niveau du foie, des reins et de la rate (188-192).  
3.3.3 Classe III  
La classe III des HDACs a une similarité de séquence avec la protéine silent information regulator 
2 de la levure (Figure 8) (176,178). Cette classe diffère en fonction et en structure des classes I, 
II, IV des HDACs, puisqu’elle requiert la liaison du NAD+ au sein de leur domaine catalytique 
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(176,178,193). Ces HDACs se situent dans différents compartiments de la cellule (194). Les 
SIRT1, SIRT6 et SIR7 sont situés dans le noyau, contrairement aux SIRT2 qui sont localisées dans 
le cytoplasme, alors que les SIRT3, SIRT4 et SIRT5 sont situés dans les mitochondries (194). La 
régulation de l’activation des sirtuins est importante dans les MCVs. Winnik et al. résument 
concisément leur effet protecteur (195). 
3.3.4 Classe IV  
La classe IV des HDACs partage plusieurs similarités au niveau de leur domaine catalytique avec 
les classes I et II des HDACs (Figure 8) (176,196). Les HDAC11 semblent avoir des fonctions dans 
le système immunitaire, le système nerveux, le développement des cancers, ainsi que dans le 
métabolisme des lipides (197-201). Un niveau élevé des HDAC11 est observé dans des lésions 












Figure 8. –  Les 18 histones désacétylases de l’humain 
(Figure adaptée de (176)) 
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3.4 Classe IIa des HDACs (HDAC4, HDAC5, HDAC7 et HDAC9) 
Vu l’importance de la classe IIa des HDACs dans les pathologies cardiovasculaires (187,203), le 
centre d’intérêt de ce mémoire portera sur ces HDACs, en particulier les HDAC4 et HDAC5. 
L’activité de la classe IIa des HDACs est régulée par leur expression dans des tissus spécifiques, 
leur interaction avec différents cofacteurs, ainsi que leur export et import nucléocytoplasmique 
selon leur statut de phosphorylation (phosphorylation-dependent nucleocytoplasmic shuttling) 
(187,192,204).  
3.4.1 Structure et partenaires d’interaction de la classe IIa des HDACs  
La classe IIa des HDACs possède un large domaine catalytique C-terminal (≈400-450 acides 
aminés) et un large domaine terminal NH2 (≈450-600 acides aminés) contenant des résidus 
sérines très conservés (Figure 9) (203,205,206). L’activation de cette classe est déterminée par 
la phosphorylation de ces sérines (203). Ces HDACs possèdent un NLS dans la région N-
terminale et un signal d’export nucléaire (NES) dans la région C-terminale (207,208).  
La classe IIa des HDACs a plusieurs partenaires d’interaction, tels que les protéines chaperonnes 
14-3-3, le myocyte enhancer factor 2 (MEF2), l’E1A C-terminal binding protein (CtBP), le silencing 
mediator for retinoid and thyroid receptor (SMRT) et le nuclear receptor co-repressor (N-Cor) 
(187,192,207,209-212). La liaison des protéines 14-3-3 aux HDACs est importante pour leur 
nucleocytoplasmic shuttling (210,211). La liaison de MEF2, un membre de la famille des facteurs 
de transcription MADS-box, dans le domaine de liaison des HDACs entraîne la transcription de 
gènes associés à un remodelage vasculaire (209). La liaison de la CtBP aux HDACs réprime la 
transcription (212). De plus, la classe IIa des HDACs s’associe avec les corépresseurs SMRT et N-
Cor du côté C-terminal, et ce complexe joue un rôle crucial dans l’activité enzymatique de ces 
enzymes (192,213). 
3.4.2 Activité catalytique de la classe IIa des HDACs 
La classe IIa des HDACs a un faible potentiel à désacétyler des histones et protéines non-
histones comparée aux classes I et IIb des HDACs (176,203,214). Cette faible activité 
enzymatique est causée par la substitution d’un acide aminé au niveau du site actif de la classe 
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IIa des HDACs. En effet, la tyrosine située au site actif, un résidu qui stabilise l’intermédiaire de 
transition lors d’une réaction de substitution d’acyle, est remplacée par une histidine (214). La 
substitution de l’histidine par une tyrosine a permis de restaurer complètement l’activité 
désacétylase de la classe IIa des HDACs (214). L’activité enzymatique de la classe IIa des HDACs 
est donc basée sur le recrutement de la classe I des HDACs, particulièrement les HDAC3, qui 
possèdent une activité désacétylase puissante avec l’aide du complexe SMRT–N-Cor 
(186,211,213).  
3.4.3 Sites de phosphorylation des HDAC4 et HDAC5 
L’état de phosphorylation des résidus sérines (S) contrôlé par diverses kinases et phosphatases 
est crucial pour réguler l’activité des HDAC4 et HDAC5 (Figure 9). Pour les HDAC4, les sites de 
phosphorylation des sérines sont S246, S467 et S632 (215,216). Quant aux HDAC5, la 
phosphorylation est effectuée sur les S256, S279 et S498 (203,216). 
3.4.4 Navette nucléocytoplasmique (nucleocytoplasmic shuttling) des 
HDAC4 et HDAC5 
Le nucleocytoplasmic shuttling des HDAC4 et HDAC5 induit par leur phosphorylation a un rôle 
important dans la régulation de la transcription de différents gènes (Figure 10) (204). Dans des 
conditions non stimulées, ces HDACs se situent principalement dans le noyau des cellules et 
répriment l’activation des facteurs de transcription, tels que le MEF2 qui régule la 
différenciation cellulaire (180,203,217,218). Lorsqu’une kinase phosphoryle les résidus sérines 
des HDAC4 et HDAC5, les protéines chaperonnes 14-3-3 se lient à celles-ci (207,208,210,215). 
Cette interaction masque le NLS par un changement conformationnel et par conséquent cause 
l’export nucléaire des HDACs par l’exposition du NES (207,208). Cette liaison retient ainsi les 
HDACs phosphorylées dans le cytoplasme et enlève la répression sur l’activité transcriptionnelle 
(211,215). L’inhibition de l’export nucléaire de ces HDACs par la leptomycine B, un antagoniste 
des récepteurs des exportations nucléaires CRM1, a empêché l’exclusion des HDACs au 
cytoplasme et une accumulation de celles-ci est constatée dans le noyau des cellules (211,219). 
De plus, des mutations effectuées sur les sites de phosphorylation de la classe IIa des HDACs ont 
affaibli la liaison des protéines 14-3-3 et a subséquemment empêché leur export nucléaire 
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(217,220,221). Une fois que les HDACs sont déphosphorylées par des protéines phosphatases, 









Figure 9. –  La structure des histones désacétylases 4 et 5  
Les HDAC4 et HDAC5 ont un myocyte enhancer factor 2 (MEF2) binding domain, nuclear 
localization signal (NLS), domaine HDAC et nuclear export signal (NES). Les HDAC4 peuvent être 
phosphorylées aux résidus sérines 247 (S247), S467 et S632 et les HDAC5 peuvent être 
phosphorylées aux résidus S259, S279 et S498, permettant ainsi la liaison des protéines 14-3-3. 
(Figure adaptée de (203,222)) 
 
3.4.5 Phosphorylation-dependent nucleocytoplasmic shuttling des HDAC4 
et HDAC5 dans les cellules musculaires lisses vasculaires 
Des kinases induites par divers stimuli ont le potentiel de phosphoryler et induire l’export 
nucléaire des HDAC4 et HDAC5. Dans les CMLVs, trois kinases activées par l’Ang II, telles que la 
PKC, la protéine kinase D (PKD) et la CaMKII, jouent ce rôle (218,223). 
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3.4.5.1 Protéine kinase C (PKC) - Protéine kinase D (PKD)  
L’Ang II induit la phosphorylation des HDAC5 aux S259 et S498 dans les CMLVs (223). La 
phosphorylation des HDAC5 requiert l’implication des AT1R. De plus, la PKC est nécessaire afin 
d’induire la phosphorylation des HDAC5. L’inhibition de la PKC a diminué la phosphorylation des 
HDAC5 (223). La phosphorylation des HDAC5 induite par l’Ang II implique aussi l’activation de la 
PKD1, un effecteur en aval de la PKC ayant un rôle dans la prolifération, la différenciation et la 
survie cellulaires (223,224). L’inhibition pharmacologique ou le knockdown (KD) de la PKD1 par 
des petits ARN interférents (siRNA) a atténué la phosphorylation des HDAC5 (223). L’exclusion 
nucléaire des HDAC5 est notamment dirigée par la PKC et PKD1 induite par l’Ang II (223). L’Ang 
II induit la phosphorylation et l’export nucléaire des HDAC5 via la voie signalétique PKC-PKD1 
dans les CMLVs (223). Par ailleurs, la contribution de ces deux kinases est observée dans les 
cardiomyocytes (219).  
3.4.5.2 Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) 
Une stimulation avec de l’Ang II ou du patelet-derived growth factor (PDGF) induit la 
phosphorylation des HDAC4 aux S632 et HDAC5 aux S498 et contribue à leur export nucléaire 
dans des CMLVs (218). Des études antérieures ont montré que l’Ang II et le PDGF activent la 
CaMKII (225-227). Ginnan et al. démontrèrent que la CaMKIIδ2 interagit directement avec les 
HDAC4 et HDAC5 (218). De plus, les HDAC4 sont des médiateurs en amont des HDAC5. La 
délétion de l’expression des HDAC4 diminue la phosphorylation des HDAC5 induite par l’Ang II 
ou le PDGF (218). La CaMKII est donc essentielle dans la phosphorylation et l’exclusion nucléaire 
des HDAC4 et HDAC5 dans les CMLVs stimulées par l’Ang II ou le PDGF (218). La CaMKII 
contribue aussi à la phosphorylation de ces HDACs dans différents types cellulaires, notamment 
les muscles squelettiques et cardiomyocytes (228-230).  
En résumé, l’Ang II induit la phosphorylation et l’export nucléaire des HDAC4 et HDAC5 à l’aide 
de la PKC, PKD ou CaMKII dans les CMLVs. Par ailleurs, l’Ang II est un activateur des MAPK et de 
l’Akt, mais leurs rôles dans la phosphorylation et l’exclusion nucléaire de ces HDACs restent 
inexplorés.  
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3.5 Classe IIa des HDACs et les pathologies vasculaires 
Une suractivation de la classe IIa des HDACs contribue aux maladies vasculaires, telles que 
l’hypertrophie cardiaque, l’athérosclérose et l’hypertension (187,192,203). 
3.5.1 Hypertrophie cardiaque 
L’hypertrophie cardiaque est associée à une adaptation musculaire anormale du cœur par 
l’épaississement du muscle cardiaque (231). La taille des cardiomyocytes augmente et la 
composition du muscle cardiaque change. L’hypertrophie cardiaque peut être causée dans des 
conditions physiologiques ou pathologiques (231). Les HDACs de la classe IIa, particulièrement 
les HDAC4 et HDAC5, sont des régulateurs importants de la répression des gènes associés au 
développement de l’hypertrophie cardiaque (203,217). Les HDAC4 et HDAC5 répriment 
l’activation de MEF2, un facteur de transcription qui contribue à la différenciation cellulaire et à 
la progression de l’hypertrophie cardiaque (Figure 10) (217,232). Lorsque ces HDACs sont 
phosphorylées, celles-ci se déplacent hors du noyau et l’activation de MEF2 induit la 
transcription des monocyte chemotatic proteins 1 (MCP1) et nuclear receptors 77 (Nur77) qui 
sont des gènes reliés au développement de cette pathologie (218). De plus, la CaMKII contribue 
à l’activation de MEF2 et de ses effecteurs en aval, MCP1 et Nur77. La PKD est aussi impliquée 
dans l’activité transcriptionnelle de MEF2 à l’aide des HDAC5 (223). Les kinases CaMKII, PKC et 
PKD sont donc des régulateurs importants de la phosphorylation et l’exclusion nucléaire des 
HDAC4 et HDAC5, ainsi que de l’activation de la transcription de gènes contribuant à 















Figure 10. –  Le nucleocytoplasmic shuttling des HDAC5 sur l’activation du facteur de 
transcription myocyte enhancer factor 2  
À l’état basal, les HDAC5 répriment l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription 
myocyte enhancer factor 2 (MEF2) dans le noyau des cellules. Sous un stimulus, certaines 
kinases phosphorylent les résidus sérines des HDAC5 et les protéines chaperonnes 14-3-3 se 
lient à celles-ci. Cette action cause l’export nucléaire des HDAC5 et induit alors l’activation de 
MEF2. Lorsque les phosphatases déphosphorylent les HDAC5 situées au cytoplasme, les HDAC5 
retournent au noyau et répriment la transcription de gènes. (Figure adaptée de (204,219)) 
 
3.5.2 Athérosclérose 
La classe IIa des HDACs contribue au développement de l’athérosclérose. Un remodelage 
vasculaire est observé dans cette maladie et ces HDACs sont impliquées dans le changement 
phénotypique des CMLVs (177,202,233). Les HDAC4 et HDAC5 contribuent à la prolifération et 
migration des CMLVs près des plaques athérosclérotiques. L’inhibition des HDAC4/5 diminue la 
prolifération et migration cellulaires ainsi que la production des ROS (233). De plus, une 
élévation de la présence des molécules pro-inflammatoires, telles que les vascular cell adhesion 
proteins 1 (VCAM-1) et intercellular adhesion molecules 1 (ICAM-1), est constatée dans les 
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lésions athérosclérotiques (234,235). L’inhibition des HDAC4 atténue l’expression des VCAM-1 
dans les CMLVs (235). Une augmentation de la sécrétion des molécules inflammatoires affecte 
graduellement la stabilité des plaques athérosclérotiques et la disruption de ces plaques cause 
des dommages sévères et même mortels (236).  
3.5.3. Hypertension 
La classe IIa des HDACs joue un rôle important dans l’hypertension. Le développement de 
l’hypertension est étroitement relié au changement phénotypique des CMLVs, ce qui augmente 
l’épaisseur de la tunique média. Une élévation de l’expression des HDAC4 et HDAC5 est 
remarquée dans un modèle d’animal hypertendu (117). Les HDAC4 contribuent à la progression 
de l’hypertension par l’activation des molécules pro-inflammatoires vasculaires (235).  
Comme mentionnée antérieurement, une augmentation de l’expression de l’Akt et l’Egr-1 est 
remarquée dans des conditions pathologiques (101,102,139,140). Toutefois, aucune relation n’a 
été établie avec les HDACs de la classe IIa. 
3.6 Inhibition des HDACs 
L’implication des HDACs dans différentes pathologies a suscité le développement des inhibiteurs 
pour contrer leur activation. Les inhibiteurs des HDACs (HDACi) agissent par un blocage 
réversible ou irréversible du site actif (176). Les HDACi sont regroupés sous quatre classes selon 
leur structure comme montré dans le Tableau 1. Certains de ces inhibiteurs sont approuvés par 
l’United States Food & Drug Administration (FDA) pour le traitement des cancers et/ou en 
études cliniques (176,237-239). Par ailleurs, d’autres HDACi ont montré des effets bénéfiques 
sur le système vasculaire en réduisant la prolifération des CMLVs et la pression sanguine 
induites par des facteurs de croissance ou des peptides vasoconstricteurs (Tableau 2) (240-243).  
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Tableau 1. –  Les inhibiteurs des histones désacétylases 
Tableau adapté de (180,237,238)  
Classe de 






approuvé(s) par la FDA 
Acide 
hydroxamique 
Tricostatin A (TSA)   Pan   
Suberanilohydroxamic Vorinostat Pan Lymphome cutané à cellules T acid (SAHA) Zolinda® 
PDX101  Belinostat Pan Lymphome périphérique à cellules T Beleodap® 
LBH598 Panobinostat Pan Myélome multiple Farydak® 
SB939 Pracinostat Pan   
Acide gras de 
courte chaîne 
Acide butyrique   I, II   
Acide valproïque Depacon® I, IIa Épilepsie, migraine, troubles bipolaires 
AN-9  Pivanex® I, II   
Peptide 
cyclique 
Apicidin   I   
Trapoxin (TPX)   I   
FK228 
Romidepsin 
I Lymphome cutané à cellules T Istodax® 
Largozole   I   
CHAP31   I   
Benzamide 
MS-275  SNDX-275 Entiostat® I   
Cl-994    I   
MGCD0103   I   
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Tableau 2. –  Les effets des inhibiteurs des HDACs sur le système vasculaire 
3.6.1 Inhibiteurs de la classe IIa des HDACs 
La majorité des HDACi est considérée comme des inhibiteurs pan-HDAC, car ils affectent 
l’activité catalytique des classes I, II et IV des HDACs. Ces HDACi ne sont pas spécifiques envers 
une classe ou un HDAC en particulier (238). La classe II des HDACs est résistante aux inhibiteurs 
couramment utilisés (244). Une suggestion associée à leur inefficacité d’inhibition est la 
substitution de la tyrosine en histidine dans le site actif. Le développement des inhibiteurs 







Structure Effets sur le système vasculaire 
TSA Pan 
 
In vitro (240): 
• ↓ prolifération cellulaire induite par 
le PDGF  




Chez les souris hypertendues induites 
par l’Ang II et les rats SHR (241): 
• ↓ pression artérielle systolique  
(PAS) 
• ↓ épaisseur de la paroi aortique 
• ↑ production de NO = ↑ relaxation 
PCI34051 I 
 
Chez les souris hypertendues induites 
par l’Ang II (242): 
• ↓ PAS 
• ↓ épaisseur de la paroi aortique 
• ↓ inflammation 
• ↑ production de NO 
MC1568 IIa 
 
Chez les souris hypertendues induites 
par l’Ang II (243): 
• ↓ PAS 
• ↓ épaisseur de la paroi aortique 
• ↓ hyperplasie des CMLVs 
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En 2005, la découverte de la molécule MC1568 devient le premier inhibiteur ayant une 
spécificité pour la classe IIa des HDACs (245). Un modèle de souris ayant subi une ligature 
carotidienne a montré une diminution de l’hyperplasie néointimale au niveau de la lésion, suite 
à un traitement avec le MC1568 (233). L’administration du MC1568 chez des souris devenues 
hypertendues par une infusion d’Ang II a réduit l’épaisseur de la paroi vasculaire et la pression 
artérielle (243). Les traitements in vivo et in vitro avec le MC1568 ont aussi diminué l’expression 
des gènes régulant le cycle cellulaire, tels que le facteur de transcription E2F3 et la cycline E, 
induite par l’Ang II (243). De plus, l’administration du MC1568 a atténué l’hyperplasie, 
l’hypertrophie, la migration cellulaires et la présence de ROS dans des conditions pathologiques 
(233,243). Malgré le rôle potentiel du MC1568 à contrer les effets prolifératifs et 
hypertrophiques des cellules, certaines études rapportent l’inefficacité de cette molécule à 
inhiber l’activité catalytique de la classe IIa des HDACs (246,247).  
En 2013, de nouveaux inhibiteurs de la classe IIa des HDACs ont été découverts et ils possèdent 
un nonchelating zinc-binding group minimisant ainsi les actions hors cibles. Les inhibiteurs TMP-
195 et TMP-269 sont les plus efficaces parmi ceux-ci. Ils répriment visiblement l’activité 
catalytique de la classe IIa des HDACs, contrairement à l’inhibiteur MC1568 (247,248). Ces 
nouveaux HDACi sont moins explorés dans les MCVs en raison de leur plus récente découverte.  
Le développement des inhibiteurs spécifiques pour la classe IIa des HDACs reste un défi. Le 
potentiel de ces HDACi est un enjeu important parce que ces HDACs régulent la transcription de 
plusieurs gènes qui ont chacun leur fonction (203,206). Une meilleure compréhension de la 
régulation et des interactions de la classe IIa des HDACs permettrait de développer de nouvelles 
approches thérapeutiques pour une variété de pathologies, en particulier les MCVs. 
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4.1 Hypothèses et buts de cette étude 
La régulation de la concentration de l’Ang II joue un rôle crucial dans des conditions 
physiologiques et pathophysiologiques. Une augmentation de l’Ang II induit plusieurs cascades 
signalétiques, telles que les MAPK et la PI3K/Akt, qui contribuent au développement des MCVs 
en promouvant la prolifération, la migration, la survie, ainsi que l’hypertrophie des CMLVs 
(13,40). L’Ang II active également de nombreux facteurs de transcription, notamment l’Egr-1 
(141,142). Le niveau d’expression de l’Egr-1 est faible dans les conditions basales, mais bien 
élevé lors des dommages et pathologies vasculaires (139,140). Par ailleurs, la transcription de 
gènes est induite par des HDACs qui sont responsables de désacétyler les lysines sur les histones 
et non-histones (176). L’Ang II induit la phosphorylation de la classe IIa des HDACs, telles que les 
HDAC4 et HDAC5, à l’aide des kinases PKC, PKD et CaMKII et une augmentation de ces HDACs 
phosphorylées contribue aux MCVs (187,203,218,223). Dans des conditions quiescentes, les 
HDAC5 sont localisées dans le noyau et répriment la transcription de gènes. Lors de la 
phosphorylation des HDAC5, elles sont exportées hors du noyau et l’activité transcriptionnelle 
des gènes associés à l’hyperplasie, l’hypertrophie et la survie cellulaire devient active 
(203,218,223). 
Bien que l’Ang II soit un puissant activateur des voies des MAPK et de la PI3K/Akt (13,40), 
l’implication de ces voies de signalisation dans la régulation des HDAC5 reste inexplorée. De 
plus, la contribution des HDAC5 dans l’expression de l’Egr-1 n’est pas connue.  
Nous émettons alors deux hypothèses : 
1) La voie de l’ERK1/2 et de la PI3K/Akt contribuent à la phosphorylation des HDAC5, puisque 
celles-ci sont activées dans de nombreuses pathologies vasculaires (40); 
2) Les HDAC5 ont un effet sur l’activité de l’Egr-1 parce que ces HDACs ont tendance à interagir 
avec des facteurs de transcription impliqués dans les anomalies vasculaires (187,192,203).  
Les buts de cette étude sont donc les suivants : 
1) Investiguer la voie de l’ERK1/2 et de la PI3K/Akt dans la phosphorylation et l’export nucléaire 
des HDAC5 induits par l’Ang II;  
2) Examiner le rôle des HDAC5 dans l’activation de l’Egr-1 induite par l’Ang II; 
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3) Investiguer l’implication des HDAC5 et de l’Egr-1 dans l’hypertrophie vasculaire induite par 
l’Ang II dans les CMLVs.
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Abstract 
Angiotensin II (Ang II) is an important vasoactive factor that regulates an array of physiological 
and pathological responses in vascular smooth muscle cells (VSMCs) by inducing signaling 
events that mediate proliferation, hypertrophy, migration and gene transcription. We have 
showed earlier that Ang II induces the expression of early growth response protein-1 (Egr-1), a 
zinc finger transcription factor which is upregulated in vascular pathologies. Histone 
deacetylases (HDACs) deacetylate lysine residues in proteins and modulate the expression of 
genes implicated in VSMC growth and hypertrophy. However, the involvement of Ang II-induced 
ERK1/2 and PI3K/Akt pathways in HDAC5 phosphorylation and nuclear export, as well as the 
contribution of HDAC5 in Egr-1 expression and hypertrophy in VSMCs remain unexplored. Here, 
we show that pharmacological blockade of the ERK1/2 pathway by U0126 was ineffective in 
reducing Ang II-induced HDAC5 phosphorylation and its nuclear exclusion. In contrast, the 
inhibition of the PI3K/Akt pathway either by wortmannin/SC66 or siRNA-induced silencing of 
Akt attenuated Ang II-induced HDAC5 phosphorylation and its nuclear export. Similar to its 
effect on HDAC5 phosphorylation, SC66 or Akt knockdown also suppressed Ang II-induced Egr-1 
expression. Furthermore, pharmacological inhibition of HDAC5 by MC1568 or TMP-195, or 
knockdown of HDAC5 as well as the blockade of the nuclear export of HDAC5 by leptomycin B or 
KPT-330 significantly reduced Ang II-induced Egr-1 expression. In addition, depletion of either 
HDAC5 or Egr-1 by siRNA attenuated VSMC hypertrophy in response to Ang II. In summary, our 
results demonstrate that Ang II-induced HDAC5 phosphorylation and its nuclear exclusion is 
mediated by PI3K/AKT and not the ERK1/2 pathway, and HDAC5 is an upstream regulator of Egr-
1 expression and hypertrophy in VSMCs. 
Keywords: Angiotensin II, histone deacetylases 5, PI3K/Akt, Egr-1, hypertrophy, vascular smooth 
muscle cells 
      
1. Introduction 
The development of cardiovascular diseases such as atherosclerosis and hypertension is 
associated with vascular remodeling (1,2). Phenotypic switch of vascular smooth muscles cells 
(VSMCs) from a contractile to a synthetic state, in which they are more likely to proliferate and 
migrate has been suggested to contribute to neointima formation and vascular remodeling 
(3,4). Although the etiology of cardiovascular diseases is complex, it is generally believed to be 
associated with an increased activation of the renin-angiotensin-system (RAS) (5,6). One major 
downstream effector of RAS is angiotensin II (Ang II), a vasoactive peptide, whose elevated level 
of activation has been shown to induce the phenotypic switch in VSMCs (7-9). Ang II activates 
signaling cascades that promote proliferation, hypertrophy and migration of VSMCs leading to 
neointimal thickening (7,10). The signaling pathways induced by Ang II include the mitogen-
activated protein kinase (MAPK) and the phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protein kinase B 
(PKB/Akt) pathways, known to regulate the expression of genes and transcription factors 
involved in vascular remodeling (7-11). 
Early growth response protein-1 (Egr-1) is a zinc finger transcription factor implicated in the 
transcription of several genes involved in the proliferation, inflammation and differentiation of 
VSMCs (12-17). A heightened expression of Egr-1 has been reported in atherosclerotic lesions 
and in animal models of vascular injury (12,18-20). We have reported earlier that growth factors 
and vasoactive peptides, such as Ang II, endothelin-1 and insulin-like growth factor (IGF-1), 
induce the expression of Egr-1 in VSMCs (14-16,21-23). We have also showed that activation of 
the ERK1/2 and PI3K/Akt pathways is required to induce Egr-1 expression in these cells 
(16,17,23). 
Histone deacetylases (HDACs) remove acetyl groups from the histones and non-histone proteins 
leading to a decrease in the accessibility of chromatin and subsequently repress gene 
transcription (24). HDACs have been divided into 4 classes. Class I, II and IV HDACs are 
considered as classical HDACs with zinc-dependent deacetylase activity and class III HDACs, also 
known as sirtuins, are NAD+-dependent enzymes. Class II HDACs are further divided into two 
groups, class IIa and IIb HDACs (24-26). Several growth factors and vasoactive peptides induce 
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the phosphorylation of class IIa HDACs, notably HDAC4 and HDAC5, resulting in its nuclear 
exclusion (25,26). A role of protein kinase C (PKC), protein kinase D (PKD) or 
calcium/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) as putative protein kinase to induce 
the phosphorylation of HDAC4/5, in response to Ang II in VSMCs has been reported (27,28). 
Although Ang II is a potent activator of the MAPK and PI3K/Akt pathways (7-10), which regulate 
transcription of genes related to vascular remodeling, the involvement of these pathways in 
HDAC5 phosphorylation and its nuclear export as well as the role of HDAC5 in Egr-1 expression 
in VSMCs remain unexplored. Therefore, in this study, we investigated the implication of the 
MAPK and PI3K/Akt pathways in Ang II-induced HDAC5 phosphorylation and its nuclear 
exclusion, and the implication of HDAC5 in Ang II-induced Egr-1 expression and hypertrophy in 
rat VSMCs. 
      
2. Materials and methods  
2.1 Antibodies and reagents  
Ang II (#A9525), wortmannin (PI3K inhibitor) (#W1628), SC66 (Akt inhibitor) (#SML0261), U0126 
(MEK1 and MEK2 inhibitor) (#19-147), leptomycin B (nuclear export inhibitor) (#L2913), poly-L-
lysine solution (#P4707) and goat serum (#G9023) were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, 
ON, CANADA). MC1568 (class IIa HDAC inhibitor) (#S8502) and KPT-330 (nuclear export 
inhibitor) (#S7252) were purchased from Selleckchem (Houston, TX, USA). TMP-195 (class IIa 
HDAC inhibitor) (#23242) was purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). 
Phosphorylated HDAC5 (#AB47283) was purchased from Abcam (Toronto, ON, CA). HDAC5 (#SC-
133106) and phosphorylated ERK1/2 antibodies (#SC-16982) were purchased from Santa Cruz 
Biotechnology (Dallas, TX, USA). Phosphorylated Akt (#3787S), Akt (#4685S), ERK1/2 (#4695S), 
Egr-1 (#4153S), β-tubulin (#2146S), anti-rabbit IgG (#7074S) and anti-mouse IgG (#7076S) 
antibodies were from Cell Signaling (Beverly, MA, USA). Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG 
(#A-11001) and DAPI (#D1306) were obtained from Life Technologies, Molecular Probes (Grand 
Island, NY, USA). The enhanced chemiluminescence (ECL) detection system kit was from Bio-Rad 
(Montreal, QC, CA). Scrambled (#SR30004) and Akt (#SR500756) siRNA duplexes were obtained 
from Origene (Rockville, MD, USA). HDAC5 (#S136739) and Egr-1 (#199884) siRNA duplexes, 
Opti-MEMTM (#31985070) and Lipofectamine RNAi Max (#13778-075) were purchased from Life 
Technologies (Burlington, ON, CA).  
2.2 Cell culture 
A10 VSMCs (#CRL-1476) derived from the thoracic aorta of embryonic rats were purchased from 
ATCC (Manassas, VA, USA). VSMCs were cultured with Dulbecco’s modified eagle medium 
(DMEM), 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS) and 1% (v/v) penicillin/streptomycin. The VSMCs 
were incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2. Experiments were done with 
cells grown to 80-90% confluence and in an antibiotic-free DMEM 24 hours before treatment. 
The cells were used between passages 3 to 10.  
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2.3 Cell lysis and immunoblotting 
Serum-starved VSMCs were incubated in the absence or presence of various reagents for 30 
minutes or 24 hours, followed by stimulation with 100 nM Ang II. The cells were lysed with 
radio-immunoprecipitation (RIPA) buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% Na-
deoxycholate, 1% (v/v) NP-40, 0.1% sodium dodecyl sulphate, 2 mM ethylenediaminetetraacetic 
acid, 50 mM NaF, 1% (v/v) phenylmethylsulphonyl fluoride, 1% (v/v) protease inhibitor cocktail 
and 1% (v/v) orthovanadate). Protein concentrations were determined by Bradford assay and 
subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to Immobilion-P-
polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Millipore) before immunoblotting. Incubation of 
the blots with primary antibody was performed overnight at 4°C either with 5% non-fat dried 
milk powder or 0.2% (w/v) I-BLOCK protein-based blocking reagent. Phospho-HDAC5 (1:1000), 
HDAC5 (1:1000), phospho-Akt (1:1000), Akt (1:2000), phospho-ERK1/2 (1:2000), EKR1/2 
(1:2000), Egr-1 (1:1000) and ß-tubulin (1:5000). Incubation of the blots with the appropriate 
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody was performed at room temperature 
for 60 min. The protein bands were visualized by enhanced chemiluminescence (ECL) using a 
ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad). The intensity of the bands was quantified by densitometric 
analysis using ImageJ and GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, USA) software programs. 
2.4 Transfection with small interfering RNA 
For gene knockdown, 10 nmol/L rat Akt, HDAC5, Egr-1 or non-specific (scrambled) siRNA 
duplexes were mixed with Opti-MEMTM and Lipofectamine RNAi Max according to the 
manufacturer’s guideline. Cells were transfected with siRNAs at 40-50% confluency for 6 hours. 
Cells were subsequently incubated for 48 hours at 37°C in DMEM containing 10% FBS and 1% 
penicillin/streptomycin prior to stimulation with Ang II. 
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2.5 Immunofluorescence and fluorescent microscopy 
VSMCs were seeded on poly-L-lysine coated coverslips. After treating the cells with various 
reagents, they were fixed in 4% (w/v) paraformaldehyde for 10 min and permeabilized in 0.2% 
Triton X-100 in PBS for 5 min. Cells were blocked with 5% goat serum in PBS for 60 min at room 
temperature and were incubated with the primary antibody (HDAC5 (1:100)) in the blocking 
serum, overnight at 4°C in a humidified chamber. Cells were then incubated with the goat anti-
mouse IgG Alexa Fluor® 488 (1:200) in 5% goat serum in PBS. Nuclei were stained with 4',6-
diamidino-2-phenylindole dihydrochloride in PBS for 1 min. Cells were imaged with a Zeiss 
AxioObserver Z1 Spinnig disk confocal microscope.  
2.6 Cell staining and fluorescent microscopy 
VSMCs were seeded on poly-L-lysine coated coverslips. Cell were transfected and stimulated 
with 100 nM Ang II, they were fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde for 15 min, permeablized 
with 0.1% Triton X-100 in PBS for 15 min and stained with the HSC CellMaskTM Stain according 
to the manufacturer’s protocol. Cells were imaged with a Leica TCS SP8 MP confocal microscope 
and the cell volume was quantified with the use of Microscopy Image Analysis Software. 
2.7 Statistics 
All the data are reported as means ± SEM of 3-5 independent experiments. Data analysis was 
performed by one-way, repeated-measures analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey 
post hoc test with the use of GraphPad Prism 8. The differences between means were 
considered significant at p < 0.05. 
      
3. Results  
3.1. The PI3K/Akt pathway is involved in Ang II-induced HDAC5 phosphorylation in VSMCs  
An implication of various protein kinases, such as the PKC, PKD (27) and CaMKII (28), in Ang II-
induced HDAC5 phosphorylation in VSMCs has been reported. However, despite the fact that 
Ang II is a potent activator of the ERK1/2 and PI3K/Akt pathways in VSMCs (7-10), the 
involvement of these signaling intermediates in inducing the phosphorylation of HDAC5 in 
VSMCs has not been studied. Therefore, we investigated whether this pathway mediates the 
phosphorylation of HDAC5 in response to Ang II in A10 VSMCs. As shown in Fig. 1A, stimulation 
of VSMCs with increasing concentrations of Ang II caused an increase in HDAC5 phosphorylation 
at serine 498 (S498) and 100 nM of Ang II significantly induced HDAC5 phosphorylation. As 
shown in Fig. 1B, time course studies at 100 nM of Ang II indicated that the phosphorylation of 
HDAC5 at S498 peaked at 15 min and then gradually declined to basal level over a 60 min 
period.  
To determine whether ERK1/2 or PI3K/Akt pathway was responsible for Ang II-induced increase 
in HDAC5 phosphorylation, we utilized pathway-specific inhibitors of these signaling 
components. To probe the role of ERK1/2 pathway, we used U0126, which is a specific 
pharmacological inhibitor of MEK1/2. As shown in Fig. 2, pre-treatment with U0126 (10 μM) 
almost completely suppressed Ang II-induced ERK1/2 phosphorylation, however, it did not alter 
the phosphorylation of HDAC5 induced by Ang II in A10 VSMCs. These data suggest that the 
ERK1/2 pathway is not responsible to induce HDAC5 phosphorylation in Ang II stimulated 
VSMCs.  
The involvement of PI3K/Akt signalling was analyzed by using wortmannin and SC66, which are 
specific pharmacological inhibitors of PI3K and Akt respectively.  As shown in Figs. 3A and 3B, 
concomitant to inhibiting the Akt phosphorylation, both of these inhibitors markedly reduced 
the phosphorylation of HDAC5 induced by Ang II in A10 VSMCs. In order to further confirm the 
implication of Akt in this process, we knocked down endogenous Akt by using siRNA in VSMCs. 
As shown in Fig. 3C, silencing of Akt expression inhibited HDAC5 phosphorylation induced by 
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Ang II whereas, the cells transfected with scrambled siRNA did not show any inhibition in HDAC5 
phosphorylation. 
3.2 The PI3K/Akt and not the ERK1/2 pathway is involved in Ang II-induced HDAC5 nuclear 
export in VSMCs 
In the basal state of the VSMCs, HDAC5 is primarily located in the nucleus and represses the 
transcription of its target genes (25,26,29). Once HDAC5 is phosphorylated, it interacts with 14-
3-3 chaperone proteins and is exported out of the nucleus leading to the derepression of the 
genes involved in vascular diseases (25,26,30). Therefore, by performing immunofluorescence 
microscopy experiments we next examined whether the ERK1/2 and PI3K/Akt pathways play a 
role in Ang II-induced HDAC5 nuclear exclusion. As shown in Fig. 4, endogenous HDAC5 (green 
fluorescence signal) is predominantly localized in the nuclei of unstimulated VSMCs and, 
stimulation of these cells with Ang II resulted in its export from the nucleus. However, 
pharmacological blockade of PI3K and Akt by wortmannin and SC66 respectively, resulted in a 
significant reduction in the nuclear exclusion of HDAC5 in Ang II stimulated VSMCs. In contrast, 
VSMCs pre-treated with U0126 to block MEK/ERK pathway did not inhibit the nuclear export of 
HDAC5. These results show the involvement of the PI3K/Akt pathway and not the ERK1/2 
pathway in Ang II-induced nuclear export of HDAC5 in VSMCs.  
3.3 Ang II-induced Egr-1 expression is mediated by the Akt pathway in VSMCs 
We have shown earlier that activation of PI3K/Akt pathway is required to induce Egr-1 
expression in response to IGF-1 (15) and since Akt is essential to induce HDAC5 phosphorylation 
and its nuclear export, we next examined whether the Akt pathway is also involved in Egr-1 
expression in response to Ang II. As shown in Fig. 5, pre-treatment of VSMCs with SC66 or 
siRNA-induced silencing of Akt significantly reduced Ang II-induced Egr-1 expression, suggesting 
that similar to IGF-1, Akt is required to induce Egr-1 expression in Ang II stimulated VSMCs. 
3.4 The involvement of HDAC5 in Ang II-induced Egr-1 expression in VSMCs 
HDAC5 has been shown to regulate the transcriptional activity of myocyte enhancer factor 2 
(MEF2), a transcription factor implicated in mediating neointima injury in VSMCs (31-33). Our 
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laboratory has showed that the expression of Egr-1, a zinc finger transcription factor that is also 
implicated in neointima formation and vascular injury (12,18-20), is potently activated by Ang II 
in VSMCs (16,22). Therefore, we investigated whether HDAC5 is involved in Ang II-induced Egr-1 
expression. As shown in Figs. 6A and 6B, pre-treatment of VSMCs with specific pharmacological 
inhibitors of class IIa HDACs, MC1568 (10 μM) (34) or TMP-195 (10 μM) (35), significantly 
inhibited Egr-1 expression induced by Ang II. In addition, we used siRNA-mediated silencing of 
HDAC5 to confirm its involvement in Ang II-induced Egr-1 expression. As shown in Fig. 6C, 
similar to the effect of pharmacological inhibitors of class IIa HDACs, knockdown of HDAC5 also 
resulted in a decrease in Egr-1 expression compared to the cells transfected with the scrambled 
siRNA which had no effect on Egr-1 expression. These data suggest a role of HDAC5 in Egr-1 
expression in VSMCs. 
3.5 Inhibition of the nuclear export of HDAC5 on Ang II-induced Egr-1 expression in VSMCs 
As mentioned earlier, the phosphorylation-dependent nuclear exclusion of HDAC5 plays a key 
role in the regulation of gene transcription (25,26,29) and translocation of phosphorylated 
HDAC5 from the nucleus to cytoplasm results in the activation of gene transcription by 
derepressing the activity of the transcription factor (26-28). Therefore, in order to investigate 
whether the blockade of the nuclear export of HDAC5 will inhibit HDAC5 nuclear exclusion and 
alter the expression of Egr-1 in response to Ang II, we used two structurally distinct 
pharmacological inhibitors of nuclear transport, leptomycin B (LMB) (50 nM) (36) and KPT-330 
(100 nM) (37). As shown in Fig. 7A, pre-treatment of VSMCs with LMB or KPT-330 significantly 
reduced the nuclear exclusion of HDAC5 which was associated with the suppression of Ang-II-
induced Egr-1 expression (Figs. 7B and 7C). These results demonstrate that HDAC5 
phosphorylation and its nuclear exclusion play a key role in the regulation of the expression of 
Egr-1 in response to Ang II in VSMCs.  
3.6 Implication of HDAC5 and Egr-1 in Ang II-induced VSMC hypertrophy 
Elevated concentration of Ang II has been associated with the remodeling of vasculature by 
promoting cell proliferation and hypertrophy (38-40). Therefore, we next investigated the 
involvement of HDAC5 and Egr-1 on Ang II-induced VSMC hypertrophy by studying the 
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alteration in cell volume using fluorescent cell staining technique. As shown in Fig. 8A, VSMCs 
stimulated with Ang II for 24 hours showed an increase in cell size. However, siRNA-induced 
silencing of HDAC5 suppressed increase in cell volume. Similarly, knockdown of Egr-1 by siRNA 
also resulted in a reduction in cell volume as compared to cells stimulated with Ang II (Fig. 8B). 
These data suggest that HDAC5 and Egr-1 mediate the hypertrophic responses of Ang II in 
VSMCs (Fig. 9). 
      
4. Discussion  
The present study was designed to investigate the role of the ERK1/2 and PI3K/Akt signaling 
pathways involved in Ang II-induced HDAC5 phosphorylation, as well as its nuclear export in 
VSMCs. We confirmed that Ang II induces HDAC5 phosphorylation at S498 in a dose- and time-
dependent manner in A10 VSMCs. In addition, by using pathway-specific inhibitors we 
demonstrated that Ang II-induced HDAC5 phosphorylation is not mediated by the ERK1/2 
pathway. Furthermore, our studies showing that wortmannin or SC66, specific inhibitors of the 
PI3K/Akt pathway, caused a significant reduction in HDAC5 phosphorylation in A10 VSMCs 
suggested that this pathway participates in inducing the phosphorylation of HDAC5 in response 
to Ang II in these cells. Additional confirmation of a role of Akt in this process was provided by 
the results showing that siRNA-mediated silencing of Akt also attenuated HDAC5 
phosphorylation in Ang II stimulated VSMCs. We further studied the role of ERK1/2 and 
PI3K/Akt pathways in Ang II-induced HDAC5 nuclear exclusion. Using immunofluorescent 
microscopy techniques, we provided evidence to support that the ERK1/2 pathway does not 
play a role in Ang II-induced HDAC5 exclusion, whereas, the PI3K/Akt pathway is involved in the 
nuclear export of endogenous HDAC5. Earlier studies have demonstrated a role of PKC-PKD (27) 
and CaMKII (28) in inducing the phosphorylation and nuclear exclusion of HDAC5 in VSMCs. 
However, our results have provided first evidence to suggest that in addition to PKC-PKD and 
CaMKII, Akt also participates in phosphorylating HDAC5 in Ang II stimulated VSMCs. 
Class IIa HDACs, particularly HDAC4 and HDAC5, have emerged as crucial regulators of gene 
transcription related to cell proliferation, migration and hypertrophy with their association with 
different transcription factors such as the myocyte enhancer factor 2 (MEF2) and Kruppël-like 
factor 4 (KLF4) (28,41). Our studies showing that MC1568 or TMP-195, specific inhibitors of class 
IIa HDACs, and siRNA-mediated knockdown of HDAC5 suppressed Ang II-induced Egr-1 
expression have provided first evidence supporting a role of HDAC5 as an upstream regulator of 
Egr-1 expression in VSMCs. It should be noted that administration of MC1568 was shown earlier 
to reduce neointimal hyperplasia in mouse model of carotid artery ligation (42). Since Egr-1 
expression has been shown to be upregulated in vascular injury (19,43), it may be possible that 
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the reduced neointimal hyperplasia observed by Usui et al. (42) may be due to the inhibition in 
the expression of Egr-1. In addition, we have shown earlier that Akt pathway plays an important 
role in IGF-1- and H2O2-induced expression of Egr-1 in VSMCs (17,23). It is thus possible that Ang 
II-induced Egr-1 expression is mediated by an Akt-HDAC5-dependent pathway in VSMCs.  
Class IIa HDACs regulate gene transcription through phosphorylation/ dephosphorylation-
dependent nucleocytoplasmic shuttling pathway (25,26). Phosphorylated HDAC5 is exported 
out of nucleus allowing for the gene transcription to proceed (26,28). We assessed the role of 
nuclear export of HDAC5 in modulating the expression of Egr-1 and showed that nuclear export 
inhibitors LMB or KPT-330 retained HDAC5 in the cell nuclei and attenuated Ang II-induced Egr-1 
expression. These results suggest that the localization of HDAC5 in the cell nuclei represses Egr-
1 expression, while its nuclear exclusion in response to Ang II activates the expression of Egr-1 in 
VSMCs. However, the precise molecular events of that regulate Egr-1 expression by HDAC5 in 
Ang II stimulated cells remains to be explored further.  
Vascular diseases are associated with the remodeling of blood vessels by thickening of the 
tunica media and decreasing the diameter of the lumen (1,2). In addition, VSMCs undergo a 
phenotype switch by differentiating contractile VSMCs to a synthetic state (4). Synthetic VSMCs 
are known to promote cell migration, proliferation, survival and hypertrophy (3,4). These 
changes can be induced by an elevated concentration of Ang II (7,10). Our results demonstrated 
that stimulation of VSMCs with Ang II increased the cell volume, a marker of cellular 
hypertrophy, which was reversed by knockdown of HDAC5 or Egr-1 highlighting a key role of 
HDAC5 and Egr-1 in mediating the hypertrophic response of Ang II in VSMCs.  
In summary, we have shown for the first time the involvement of the PI3K/Akt pathway in Ang 
II-induced HDAC5 phosphorylation and its nuclear export in VSMCs, as well as demonstrated a 
role of HDAC5 in Ang II-induced Egr-1 expression and hypertrophy in VSMCs. Since HDAC5 has 
been associated with expression of genes associated with cell cycle regulation, proliferation and 
hypertrophy of VSMCs (26), it may be suggested that Akt-induced phosphorylation and nuclear 
exclusion of HDAC5 through Egr-1 may constitute as a potential mechanism leading to vascular 
hypertrophy and remodeling. 


































      
6. Figure legends 
Figure 1. Ang II stimulates HDAC5 phosphorylation in a dose and time-dependent manner in 
A10 VSMCs.  
Serum-starved VSMCs were incubated with increasing concentrations of Ang II for 15 min (A) or 
with 100 nM Ang II at the indicated time periods (B). Cell lysates were immunoblotted with 
pHDAC5 (S498) and HDAC5 antibodies. The control is taken as 1 and each value aside is 
expressed as fold of increase compare to the CTL. Bar diagrams represent the quantification of 
pHDAC5 relative to HDAC5. *p<0.05, ***p<0.001 and ****p<0.0001 compared to CTL. 
Figure 2. Ang II-induced HDAC5 phosphorylation is not mediated by the ERK1/2 pathway in 
A10 VSMCs.  
Serum-starved VSMCs were pre-treated with U0126 (MEK1/2 inhibitor) for 30 min, prior to 
stimulation with 100 nM Ang II for 15 min. Cell lysates were immunoblotted with pHDAC5 
(S498), HDAC5, pERK1/2 and ERK1/2 antibodies. The control is taken as 1 and each value aside is 
expressed as fold of increase compare to the CTL. Bar diagrams represent the quantification of 
phosphorylated protein relative to the total protein. *p<0.05 compared to CTL.  
Figure 3. Ang II-induced HDAC5 phosphorylation is mediated by the PI3K/Akt pathway in A10 
VSMCs.  
Serum-starved VSMCs were pre-treated with wortmannin (PI3K inhibitor) (A), SC66 (Akt 
inhibitor) for 30 min (B) or cells were transfected with Akt siRNA or scrambled siRNA (C) for 48 
hours, prior to stimulation with 100 nM Ang II for 15 min. Cell lysates were immunoblotted with 
pHDAC5 (S498), HDAC5, pAkt and Akt antibodies. The control is taken as 1 and each value aside 
is expressed as fold of increase compare to the CTL. Bar diagrams represent the quantification 
of phosphorylated protein relative to the total protein. **p<0.01 and ***p<0.001 compared to 
CTL. #p<0.05 and ###p<0.001 compared to cells treated with Ang II alone. 
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Figure 4. Ang II-induced HDAC5 nuclear export is mediated by the PI3K/Akt and not ERK1/2 
pathway in A10 VSMCs. 
Serum-starved VSMCs were pre-treated with U0126 (MEK1/2 inhibitor), wortmannin (PI3K 
inhibitor) or SC66 (Akt inhibitor) for 30 min, prior to Ang II stimulation for 15 min. Cells were 
fixed and stained with anti-HDAC5 antibody (green signal) and nuclei were stained with DAPI 
(blue signal). 
Figure 5. Ang II-induced Egr-1 expression is mediated by the Akt pathway in A10 VSMCs.  
Serum-starved VSMCs were pre-treated with SC66 (A) for 30 min or cells were transfected with 
Akt siRNA or scrambled siRNA (B) for 48h, prior to stimulation with 100 nM Ang II for 60 min. 
Cell lysates were immunoblotted with Egr-1, Akt and ß-tubulin antibodies. The control is taken 
as 1 and each value aside is expressed as fold of increase compare to the CTL. Bar diagrams 
represent the quantification of Egr-1 relative to ß-tubulin. ***p<0.001 and ****p<0.0001 
compared to CTL. ###p<0.001 and ####p<0.0001 compared to cells treated with Ang II alone. 
Figure 6. Inhibition of HDAC5 reduces Ang II-induced Egr-1 expression in A10 VSMCs.  
Serum-starved VSMCs were incubated with MC1568 (A) or TMP-195 (B) (class IIa HDAC 
inhibitors) for 24 hours or cells were transfected with HDAC5 siRNA or scrambled siRNA (C) for 
48h, prior to stimulation with 100 nM Ang II for 60 min. Cell lysates were immunoblotted with 
Egr-1, HDAC5 and ß-tubulin antibodies. The control is taken as 1 and each value aside is 
expressed as fold of increase compare to the CTL. Bar diagrams represent the quantification of 
Egr-1 relative to ß-tubulin. ***p<0.001 and ****p<0.0001 compared to CTL. ##p<0.01, 
###p<0.001 and ####p<0.0001 compared to cells treated with Ang II alone. 
Figure 7. Inhibition of the nuclear export of HDAC5 attenuates Ang II-induced Egr-1 expression 
in A10 VSMCs.  
Serum-starved VSMCs were incubated with leptomycin B (LMB) or KPT-330 (nuclear transport 
inhibitors) for 4 hours prior to Ang II stimulation for 15 min. Cells were fixed and stained with 
anti-HDAC5 antibody (green signal) and nuclei were stained with DAPI (blue signal) (A). Serum-
starved VSMCs were incubated with LMB (B) or KPT-330 (C) for 24 hours, prior to stimulation 
with 100 nM Ang II for 60 min. Cell lysates were immunoblotted with Egr-1 and ß-tubulin 
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antibodies. The control is taken as 1 and each value aside is expressed as fold of increase 
compare to the CTL. Bar diagrams represent the quantification of Egr-1 relative to ß-tubulin. 
**p<0.01 and ***p<0.001 compared to CTL. ##p<0.01 and ###p<0.001 compared to cells 
treated with Ang II alone. 
Figure 8. Silencing HDAC5 or Egr-1 inhibits Ang II-induced cell hypertrophy.  
Cells were transfected with HDAC5 siRNA (A), Egr-1 siRNA (B) or scrambled siRNA for 48h, prior 
to stimulation with Ang II for 24h. Cells were fixed and stained with HCS CellMask™ Green Stain. 
Bar diagrams represent the quantification of cell volume. ****p<0.0001 compared to scrambled 
siRNA control and ####p<0.0001 compared to cells treated with Ang II. 
Figure 9. Schematic model of the involvement of the PI3K/Akt pathway in Ang II-induced 
HDAC5 phosphorylation and its nuclear export and Egr-1 expression in rat VSMCs.  
Ang II binds to its G-protein coupled receptor and activates the ERK1/2 and PI3K/Akt pathways. 
Among the two pathways, only PI3K/Akt pathway is involved in Ang II-induced HDAC5 
phosphorylation and its nuclear export. The phosphorylation and nuclear exclusion of HDAC5 
regulate the expression of Egr-1 in response to Ang II via the Akt pathway. HDAC5/Egr-1-
dependent signaling is required for Ang II-induced VSMC hypertrophy. 
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Chapitre 3 – Discussion générale 
L’Ang II est un puissant médiateur du remodelage vasculaire associé à la progression des MCVs 
telles que l’athérosclérose et l’hypertension (12). Ce remodelage vasculaire est caractérisé par 
un changement phénotypique des CMLVs qui promeut la prolifération, la migration, la survie, la 
différentiation et l’hypertrophie cellulaire aboutissant à la formation néointimale (9,10). Ces 
changements sont effectués, entre autres, par l’activation des voies MAPK et PI3K/Akt induites 
par l’Ang II (13,40). Les HDACs sont reconnues pour désacétyler les résidus lysines des histones 
et protéines non-histones et celles-ci régulent l’expression des gènes impliqués dans la 
croissance et l’hypertrophie cellulaire par leur liaison aux facteurs de transcription. De plus, 
l’Ang II stimule la phosphorylation de la classe IIa des HDACs, particulièrement les HDAC4 et 
HDAC5, et leur élévation est remarquée dans les MCVs (203,216,218,223). La phosphorylation 
et l’export nucléaire de ces HDACs induits par une variété de kinases enlèvent la répression sur 
la transcription de gènes (192,203). Le rôle de la PKC, PKD et CaMKII induites par l’Ang II est 
rapporté dans la phosphorylation des HDAC5 dans les CMLVs. En effet, l’inhibition de ces 
kinases diminue la phosphorylation, l’exclusion nucléaire des HDAC5, ainsi que la transcription 
des gènes prolifératifs et hypertrophiques (218,223). En sachant que l’Ang II active les kinases 
ERK1/2, PI3K et Akt (13,40) et que leur implication dans la phosphorylation des HDAC5 est 
inexplorée, nous avons donc investigué le rôle de ces kinases dans la régulation des HDAC5 dans 
les CMLVs.  
Cette étude démontre que l’ERK1/2, la kinase la plus étudiée parmi les MAPK, ne contribue ni à 
la phosphorylation ni à l’export nucléaire des HDAC5 induits par l’Ang II dans les CMLVs. Au 
contraire, la voie PI3K/Akt est impliquée dans la phosphorylation et l’exclusion nucléaire des 
HDAC5 en réponse à une stimulation de l’Ang II dans les CMLVs. Le blocage de la PI3K par 
wortmannin, l’Akt par SC66 ou le KD de l’Akt par siRNA a atténué la phosphorylation ainsi que 
l’export des HDAC5 au cytoplasme induits par l’Ang II. Les HDAC5 phosphorylées sont alors 
exportées hors du noyau à la suite de la liaison des protéines chaperonnes 14-3-3 (211). Vu que 
l’Akt régule la phosphorylation des HDAC5 et qu’une suractivation de ces HDACs est liée aux 
anomalies vasculaires (203,206), une amélioration de ces conditions pathologiques pourrait être 
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observée lors de l’inhibition de cette kinase. En effet, une suppression de l’expression de l’Akt 
réduit la prolifération et l’hypertrophie cellulaire dans des modèles animaux hypertendus 
(96,100-102). Par contre, le mécanisme précis par lequel l’Akt phosphoryle les HDAC5 reste à 
investiguer. Des études antérieures ont rapporté l’importation nucléaire de l’Akt induite par des 
facteurs de croissance, comme le PDGF et le nerve growth factor, dans différents types 
cellulaires (249,250). Il est donc possible que l’Akt nucléaire participe à la phosphorylation des 
HDAC5 dans les CMLVs. 
Dans les MCVs, une augmentation de la transcription de gènes liés à la migration, la 
prolifération, et la croissance cellulaire est observée (135,137,251,252). L’Egr-1 est peu 
détectable dans des conditions physiologiques. Toutefois lors des dommages vasculaires, le 
niveau d’Egr-1 et les gènes régulateurs du cycle cellulaire régulés par l’Egr-1 augmentent 
significativement (140,167,169,170). L’inhibition de l’Egr-1 empêche la croissance et la 
prolifération des cellules musculaires lisses dans les lésions athérosclérotiques 
(161,167,169,170). Nous avons rapporté que l’Ang II est un puissant activateur de l’Egr-1. De 
plus, nous avons montré que l’IGF-1 induit l’expression de l’Egr-1 à travers la voie Akt dans les 
CMLVs (160). Étant donné que l’Ang II active aussi la voie Akt, la contribution de celle-ci dans 
l’expression de l’Egr-1 a été explorée. Nous avons observé une diminution de l’expression de 
l’Egr-1 induite lors du blocage de l’Akt dans les CMLVs stimulées par l’Ang II. La kinase Akt est 
également impliquée dans l’expression de l’Egr-1 induit par le H2O2, un dérivé stable des ROS 
produit par le stress oxydatif, et l’Ang II est un producteur de H2O2 par la voie oxydase 
NADPH/NADH (13,110,155). Les voies de signalisation du stress oxydatif pourraient contribuer à 
la phosphorylation et l’exclusion nucléaire des HDAC5 qui réguleraient par la suite l’expression 
de l’Egr-1 dans les CMLVs.  
La voie Akt contribue d’une part à l’activation des HDAC5 et d’autre part à l’expression de l’Egr-
1. Malgré la contribution cruciale de ces effecteurs dans le remodelage vasculaire sous des 
conditions pathophysiologiques, la régulation de l’Egr-1 par des HDAC5 dans les CMLVs reste 
inexplorée. Dans cette étude, nous avons établi pour la première fois une relation entre les 
HDAC5 et l’Egr-1. L’inhibition pharmacologique des HDAC5 par MC1568, TMP-195 ou le KD des 
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HDAC5 par siRNA atténue l’expression de l’Egr-1 induite par l’Ang II. De plus, l’inhibition des 
HDAC5 a eu un effet répressif sur l’activité transcriptionnelle de MEF2, un membre de la famille 
des facteurs de transcription MADS-box qui induit la transcription de gènes prolifératifs et 
hypertrophiques (218,223). Ceci suggère que les HDAC5 sont des médiateurs en amont des 
facteurs de transcription, tel que l’Egr-1, qui promeuvent le remodelage vasculaire. Par ailleurs, 
l’inhibition des HDAC5 par MC1568 améliore les fonctions vasculaires en réduisant l’hyperplasie 
néointimale et la pression sanguine élevée dans différents modèles murins (233,243). 
L’inhibiteur de la classe IIa des HDACs découvert dernièrement, TMP-195, est exploré dans la 
recherche contre le cancer du sein. L’administration du TMP-195 diminue la taille des tumeurs 
et la métastase pulmonaire (253,254).  
La localisation nucléaire de la classe IIa des HDACs a un rôle crucial sur la transcription de divers 
gènes (203,206). Le blocage de l’export nucléaire des HDAC5 cause une accumulation de celles-
ci dans le noyau ayant alors comme résultat de réprimer la transcription de gènes liés à la 
prolifération, la migration et l’hypertrophique des CMLVs (204). Nous avons montré que le 
traitement des CMLVs avec des inhibiteurs de l’export nucléaire, LMB ou KPT-330, a 
effectivement réduit l’expression de l’Egr-1 induite par l’Ang II. De plus, une étude a montré 
récemment qu’un prétraitement des cardiomyocytes avec du KPT-330 a diminué l’hypertrophie 
induite par l’Ang II (255). Le potentiel des inhibiteurs de l’export nucléaire est peu exploré dans 
les MCVs, mais leur apport bénéfique dans le domaine oncologique a été prouvé. L’utilisation de 
la LMB ou du KPT-330 a diminué l’expression des oncogènes et des suppresseurs de tumeurs, 
comme p21, p53 et forkhead box protein O (FOXO) (256,257). Par ailleurs, le composé KPT-330 
est en étude clinique pour le traitement des tumeurs solides ainsi que pour des études en 
hématologie humaine (256). Bref, la régulation des facteurs de transcription par les HDAC5 est 
contrôlée par leur phosphorylation et leur export nucléaire et une atténuation de l’une de ces 
deux actions préviendrait la transcription de gènes associés au développement des MCVs. 
Finalement, cette étude a démontré un effet anti-hypertrophique lors du KD de l’expression des 
HDAC5 ou de l’Egr-1 dans les CMLVs stimulées par l’Ang II. Ceci pourrait suggérer que la 
capacité des inhibiteurs des HDACs à réprimer l'expression de l’Egr-1 et l'hypertrophie induites 
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par l'Ang II pourrait être en partie responsable de l'amélioration des anomalies vasculaires, tel 
qu’observée dans des études antérieures utilisant des inhibiteurs des HDACs (203,233,258). 
Bien entendu, une meilleure compréhension de la signalisation des HDAC5 et de leur 
contribution dans la régulation de divers facteurs de transcription liés aux MCVs mèneraient au 
développement de nouvelles thérapies efficaces grâce à des inhibiteurs des HDAC5 ou des 
inhibiteurs d'exportation nucléaire. 
Modèle expérimental 
Dans cette étude, le modèle expérimental utilisé est les CMLVs A10 qui sont dérivées de l'aorte 
thoracique de rats embryonnaires. Ce modèle est extensivement exploité pour étudier les 
événements cellulaires du système vasculaire (142,259-262). De plus, ces cellules se 
maintiennent facilement en culture cellulaire et leur taux de succès de transfection avec des 
siRNA est extrêmement élevé. Ces cellules ont également des propriétés comparables à des 
cultures primaires de CMVLs extraites de l’aorte de rats adultes (259). En effet, nous avons 
observé que les CMLVs A10 et les CMLVs dérivées de la paroi aortique des rats adultes Sprague-
Dawley ont exhibé des réponses similaires à la suite d’une stimulation avec de l’Ang II. Par 
exemple, l’inhibition de la voie Akt, et non la voie ERK1/2, a atténué la phosphorylation des 
HDAC5 en réponse à l’Ang II dans les CMLVs Sprague-Dawley (Figures S1 et S2, en Annexes). La 
suppression des HDAC5 par siRNA dans ces cellules a aussi diminué l’expression de l’Egr-1 
induite par l’Ang II (Figure S3, en Annexes), comme observé dans les CMLVs A10.  
D’ailleurs, l’utilisation des CMLVs isolées des vaisseaux sanguins de sujets humains sains et 
atteints d’une maladie vasculaire serait envisageable afin d’étudier si ces événements 
intracellulaires présents dans les CMLVs A10 et Sprague-Dawley sont aussi activés chez les 
humains. Ceci permettrait de renforcer les découvertes associées à cette étude. 
Perspectives de l’étude 
Une suractivation des voies signalétiques induite par l’Ang II et une élévation de la 
phosphorylation des HDAC5 participent au remodelage vasculaire, tel que par l’augmentation 
de la taille, croissance et migration des CMLVs (12,218,223). Nous avons montré que la délétion 
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des HDAC5 a diminué l’hypertrophie en réponse à l’Ang  II, mais l’étude de la suppression de ces 
HDACs sur la prolifération et la migration cellulaires n’a pas été explorée. Il serait donc 
intéressant d’examiner l’effet de la délétion des HDAC5 sur la prolifération et la migration 
induites par l’Ang II dans les CMLVs. D’une part, la technique du marquage au 
bromodésoxyuridine (BrdU) et le niveau d’expression du proliferating cell nuclear antigen 
(PCNA) peuvent être utilisés pour évaluer la prolifération cellulaire (263). D’autre part, la 
méthode du test de grattage (scratch assay) peut être envisagée pour étudier la migration des 
CMLVs (264). 
Des expériences effectuées plus récemment dans notre laboratoire montrent une élévation de 
la phosphorylation des HDAC5 chez les rats SHR comparés aux rats WKY (résultat préliminaire 
non présenté). Par conséquent, pour prouver davantage le rôle des HDAC5 dans la pathogenèse 
de l'hypertension, il serait intéressant d'utiliser un modèle murin avec la délétion génétique en 
HDAC5 (HDAC5-/-) et d'examiner si ces animaux seraient protégés par une augmentation de la 
pression sanguine induite par l'Ang II. 
      
Chapitre 4 – Conclusion 
En somme, cette étude montre que l’Ang II induit la phosphorylation et l’export nucléaire des 
HDAC5 via la voie PI3K/Akt et non ERK1/2 dans les CMLVs. Le blocage des kinases PI3K et Akt a 
atténué la phosphorylation et l’exclusion nucléaire des HDAC5, contrairement à l’inhibition de 
l’ERK1/2 qui n’a eu aucun effet. De plus, les HDAC5 régulent l’expression du facteur de 
transcription Egr-1 par la voie Akt et contribuent à l’hypertrophie vasculaire. D’une part, 
l’inhibition de l’Akt a diminué l’expression de l’Egr-1 induite par l’Ang II. D’autre part, l’inhibition 
ou le KD des HDAC5 ainsi que le blocage de leur export nucléaire ont réduit l’expression de l’Egr-
1 dans les CMLVs stimulées par l’Ang II (Figure 11). 
La contribution individuelle de l’Akt, des HDAC5 ou de l’Egr-1 a été rapportée dans le 
développement des MCVs (96,140,203). Les résultats de cette étude ont mis en évidence une 
relation importante entre les HDAC5 et l’Egr-1 par la voie Akt dans l’hypertrophie vasculaire. 
Des études plus approfondies seront nécessaires pour clarifier les événements par lesquels les 
HDAC5 régulent l’expression de l’Egr-1 en réponse à l’Ang II et pour établir le rôle potentiel des 














Figure 11. –  Modèle schématisé de la contribution de la voie PI3K/Akt dans la 
phosphorylation et l’export nucléaire des HDAC5 ainsi que dans l’expression de l’Egr-1 induite 
par l’Ang II dans les cellules musculaires lisses vasculaires 
L’Ang II phosphoryle et exporte les HDAC5 hors du noyau, ce qui induit l’activation de l’Egr-1 par 
la voie PI3K/Akt, contribuant ainsi à l’hypertrophie et au remodelage vasculaire. L’inhibition de 
la PI3K par wortmannin et celle de l’Akt par SC66 ont diminué la phosphorylation et l’export 
nucléaire des HDAC5 induits par l’Ang II. L’inhibition de l’ERK1/2 par U0126 n’a pas d’effet sur 
ces actions. L’inhibition des HDAC5 par MC1568 et TMP-195 ainsi que le blocage de l’export 
nucléaire par LMB et KPT-330 ont atténué l’expression de l’Egr-1 dans les CMLVs stimulées par 
l’Ang II. L’activation des HDAC5 et de l’Egr-1 mène à la transcription de gènes impliqués dans les 
anomalies vasculaires.  
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Annexes 
Résultats supplémentaires  
Des expériences additionnelles sont effectuées avec des CMLVs provenant de la paroi aortique 
de rats adultes Sprague-Dawley. Pour les matériels et méthodes, veuillez vous référer à la 
section des Materials and Methods de l’article scientifique présenté au Chapitre 2. Les CMLVs 
Sprague-Dawley sont extraites de la paroi aortique des rats Sprague-Dawley âgés de 12 
















Figure S1. La voie ERK1/2 n’est pas impliquée dans la phosphorylation des HDAC5 induite par 
l’Ang II dans les CMLVs Sprague-Dawley.  
Les CMLVs privées de sérum ont été prétraitées avec l’U0126 (inhibiteur des MEK1/2) pendant 
30 minutes, avant d’être stimulées avec 100 nM d’Ang II pendant 15 minutes. Les lysats 
cellulaires ont été immunoblotés avec les anticorps pHDAC5 (S498), HDAC5, pERK1/2 et ERK1/2. 
Chaque condition est rapportée au contrôle (fold of control) qui est établi à 1. Le diagramme à 
barres représente la quantification de la pHDAC5 par rapport à HDAC5. *p<0,05 par rapport au 
















Figure S2. La voie Akt est impliquée dans la phosphorylation des HDAC5 induite par l’Ang II 
dans les CMLVs Sprague-Dawley. 
Les CMLVs privées de sérum ont été prétraitées avec du SC66 (inhibiteur d'Akt) pendant 30 
minutes, avant d'être stimulées avec 100 nM d’Ang II pendant 15 minutes. Les lysats cellulaires 
ont été immunoblotés avec les anticorps pHDAC5 (S498), HDAC5, pAkt et Akt. Chaque condition 
est rapportée au contrôle (fold of control) qui est établi à 1. Le diagramme à barres représente 
la quantification de la pHDAC5 par rapport à HDAC5. **p<0,01 par rapport au contrôle et 
















Figure 3S. La suppression des HDAC5 diminue l’expression de l’Egr-1 induite par l’Ang II dans 
les CMLVs Sprague-Dawley. 
Les cellules ont été transfectées avec des siRNA des HDAC5 ou des siRNA de contrôle (scrambled 
siRNA) pendant 48h, avant d'être stimulées avec de l'Ang II pendant 60 min. Les lysats cellulaires 
ont été immunoblotés avec les anticorps Egr-1, HDAC5 et β-tubuline. Chaque condition est 
rapportée au contrôle (fold of control) qui est établi à 1. Le diagramme à barres représente la 
quantification de l’Egr-1 par rapport à la ß-tubuline. ***p<0,001 par rapport au contrôle et 
#p<0,05 par rapport aux cellules traitées avec l'Ang II. 
 
